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Resumen 
 
Los hongos endófitos y formadores de micorriza se encuentran muy ligados entre sí, y a 
veces es imposible discutir estas asociaciones por separado. Muchos trabajos han centrado 
la atención sobre la relación entre las orquídeas y el género-forma Rhizoctonia, hongo 
generalmente reportado como formador de micorriza orquideoide y también como patógeno 
de una variedad de cultivos. Sin embargo, recientemente, los hongos endófitos no 
formadores de micorriza han ganado atención, pero con la limitante en el conocimiento de 
las implicaciones que tienen estas asociaciones sobre el crecimiento de las plantas. Debido 
a la remarcada importancia de los hongos formadores de micorriza y endófitos sobre la 
nutrición, es conveniente estudiar el comportamiento de inóculos fúngicos sobre el 
crecimiento de plantas de vainilla, ya que hasta el momento no se ha estudiado este ámbito.  
Vanilla planifolia es la planta de donde se extrae naturalmente la vainillana, aromatizante y 
saborizante empleado en la industria alimenticia, cosmetológica y farmacéutica, entre otras.  
Muestreos en diferentes municipios de Colombia en donde crece naturalmente la Vanilla 
sp. fueron colectadas raíces, de donde se logró aislar 55 hongos endófitos. En un ensayo 
bajo techo-sombra que duró 180 días (Septiembre 2010 a Febrero 2011),  se evaluó el 
efecto de la inoculación de 18 aislados endófitos sobre el crecimiento vegetal (cm), masa 
(g), contenido nutricional foliar (%) y colonización de raíces (%) de plántulas de Vanilla 
planifolia. Con la información de cada una de las variables evaluadas se verificaron los 
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (P>0.05) para poder realizar la 
prueba de F (P<0.05). Con la prueba de LSD se encontró que el inóculo V-13 (sin 
identificar) mejoró el crecimiento vegetal y V-10 (sin identificar) la masa aérea.  El 
contenido  nutricional se presentó de manera descriptiva. En la variable colonización no se 
encontraron diferencias significativas. Mediante las secuencias de la región ITS se 
identificaron estos hongos endófitos aislados del sistema de raíces de vainillas silvestre que 
fueron inoculados. Los géneros encontrados corresponden a: Bipolaris sp., Phoma sp., 
Phomopsis sp., y Trichoderma sp., Grammotele sp. a demás de un miembro de la familia 
Xylariaceae. Estos hongos han sido reportados como patógenos en otras plantas, sin 
embargo, en este caso no se presentaron síntomas de enfermedad en las plantas de donde 
fueron aislados y en las que se inocularon. El crecimiento de plantas de vainilla se vio 
estimulada por la inoculación de hongos formadores de micorriza y endófitos, así mismo, 
se planteó la posibilidad de que estos hongos también pueden contribuir a tolerar algún tipo 
de estrés, favorecer la protección del ataque de patógenos y mejorar la disponibilidad de 
nutrientes en el suelo, situación inicial para el uso de herramientas como los bio-inóculos.  
  
 
Palabras claves: Orchidaceae, Vanilla sp., Hongos Endófitos, Micorrizas, Inóculo, 
Crecimiento  
 
 ix 
  
Abstract 
 
Fungi and mycorrhizal endophytes are well linked together, and sometimes it is impossible 
to discuss these associations separately. Many studies have focused attention on the 
relationship between orchids and Rhizoctonia like-fungi usually reported as orchid 
mycorrhizal. However, recently, endophytic fungi mycorrhizal not have gained attention, 
but with the limitation in understanding the implications of these associations on growth of 
plants. Due to the remarkable importance of fungi and mycorrhizal fungi on nutrition, it is 
advisable to study the behavior of fungal inoculum on the growth of vanilla plants as far not 
studied this area. Vanilla planifolia is the plant which is extracted naturally vainillana, 
flavor and flavoring used in the food industry, cosmetology and pharmaceutical industries, 
among others.  
 
Sampling in different municipalities of Colombia where Vanilla sp grows naturally, roots 
were collected, from which I isolated 55 endophytic fungi. In a trial under shade ceiling 
that lasted 180 days (September 2010 to February 2011), I evaluated the effect of the 
inoculation of 18 isolates endophytes on plant growth (cm), mass (g), leaf nutrient content 
(%) and colonization of roots (%) of Vanilla planifolia seedlings. With the information 
from each of the evaluated variables were verified the assumptions of normality and 
homogeneity of variances (P> 0.05) to perform the F test (P <0.05). With the LSD test 
inoculum was found that V-13 (unidentified) improved plant growth and V-10 
(unidentified) air mass. The nutritional content is presented descriptively. In the 
colonization variables no significant differences were found. Through the ITS region 
sequences identified these endophytes isolated from root systems were inoculated wild 
vanilla. The fungal genera found includes: Bipolaris sp., Phoma sp., Phomopsis sp., and 
Trichoderma sp. Grammothele sp. and a member of the familie Xylariaceae. These fungi 
have been reported in other plant as pathogens; however, I did not observe disease 
symptoms in the sampled or inoculated plants. The vanilla plant growth was stimulated by 
inoculation of mycorrhizal and endophytic fungi, likewise, raised the possibility that the 
endofitic fungi can also contribute to tolerate any kind of stress, promote the protection of 
the pathogen attack and improve the availability of nutrients in the soil, the initial situation 
for the use of tools such as bio-inoculum. 
 
 
Key words: Orchidaceae, Vanilla sp., Endophytic Fungi, Mycorrhizae, Inoculum, Growth. 
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1. Introducción 
 
1.1 Planteamiento del problema  
 
Los frutos curados de la orquídea hemiepífita trepadora Vanilla planifolia Jacks producen 
la vainilla, segunda especia de mayor costo en el mercado mundial después del azafrán 
(Divakaran et al., 2011) y el saborizante y aromatizante más utilizado en la industria 
alimenticia (Havkin-Frenkel et al., 2011; Bucellato, 2011).  
 
El mercado de la vainilla a nivel mundial ha sido históricamente volátil y definitivamente 
influido por circunstancias muy especiales. La producción a nivel mundial está concentrada 
en muy pocos países, 87% de la producción aproximadamente está en manos de 
Madagascar e Indonesia (Brownell, 2011). En 1999 la ocurrencia de ciclones, lluvias 
torrenciales y vientos fuertes, además de las frecuentes incidencias de enfermedades influyó 
de manera directa en la disponibilidad de fruta casi cuadriplicando los precios (Brownell, 
2011; Zaubin et al., 2011). 
 
En Colombia, el cultivo de la vainilla es muy incipiente, a pesar, de que se tienen registros 
que en la zona del Urabá antioqueño y Putumayo se realizaron algunas propuestas para el 
cultivo y manejo de vainilla, pertenecientes al Programa Presidencial Contra Cultivos 
Ilícitos (PCI) (Acción Social, 2007). Sumado a esto, el conocimiento a través de ejemplares 
de herbarios, inventarios florísticos y conversaciones personales indica que en Colombia 
hay presencia de V. planifolia en los bosques de la región del Chocó (Ledezma et al., 2006; 
Misas, 2005) en la Costa Atlántica, la región de Urabá, los valles interandinos y los bosques 
de la cuenca Amazónica. 
 
El cultivo de vainilla en Colombia bajo las condiciones tropicales de nuestro país, tiene 
ventajas por su rápido crecimiento y adaptación zonal; sin embargo, es muy incipiente el 
conocimiento que se tiene acerca de su manejo en cultivo y aspectos nutricionales, además 
de los bajos rendimientos que se han presentado comparados con otros países. El adecuado 
manejo del cultivo debería tratar de lograr un incremento del número de flores, así como el 
porcentaje de transformación a frutos, que al parecer, comienza a presentarse solamente 
cuando el tallo ha alcanzado un diámetro aproximado de 2 cm (Mc Gregor, 2005), 
características que se encuentra altamente relacionados con los aspectos nutricionales.  
 
De otro lado, los problemas de productividad más importantes del cultivo de vainilla son el 
prolongado ciclo improductivo de la planta, de aproximadamente tres años. Las bajas 
cosechas se derivan posiblemente de la desnutrición de las plantas y la regulación del 
sombrío en las distintas etapas de desarrollo del cultivo. 
 
Sumado a esto, si partimos de la premisa que la familia Orchidaceae es micótrofa por lo 
menos en los primeros estadios de desarrollo (Rasmussen, 1995), y además, que se 
encuentra asociada a microorganismos endófitos (Bayman & Otero, 2006; Yuan et al., 
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2009; Bayman et al., 2011), es necesario entonces abordar estudios que permitan conocer 
las asociaciones que se llevan a cabo y el potencial micótrofo de la especie, así, como el 
conocimiento de que tipo de microorganismos se encuentran asociados, las relaciones 
específicas con su hospedero y cual es el aporte de estos endófitos en aspectos como la 
nutrición y crecimiento bajo condiciones de invernadero, simulando al máximo las 
condiciones que se presentan en un cultivo de vainilla a escala comercial. 
 
1.2 Justificación  
 
Recientemente se ha reconocido que muchos hongos en particular hongos endófitos que 
habitan las raíces de las plantas, pueden participar en procesos tales como producción de 
metabolitos aptos para la defensa de patógenos, a través de la síntesis de metabolitos 
secundarios antagonistas, secreción de fito-hormonas y movilización de nutrientes de la 
planta a la rizosfera y viceversa (Schulz, 2006). Así mismo, el papel de los hongos 
formadores de micorriza en términos de desarrollo y crecimiento vegetal, es aumentar la 
superficie de absorción de la raíz, de tal forma, que esta absorba y asimile más agua y 
minerales respecto a una no micorrizada, siendo una asociación biológica que favorece a las 
plantas en su nutrición mineral, balance hídrico y desarrollo (Smith & Read, 1997). 
 
La implementación de herramientas como el uso adecuado de microorganismos, 
específicamente organismos endófitos asociados a las raíces terrestres y hongos formadores 
de micorriza, da la posibilidad de poner a países como Colombia en la vanguardia por 
incursión del uso de herramientas amigables para el ambiente. Además, cuenta con unas 
condiciones climáticas adecuadas para llevar a cabo este cultivo; ya que son estos 
organismos en gran medida los encargados de la translocación de nutrientes y la 
disponibilidad de ellos en el suelo, además de aportar un variado número de respuestas 
(Brundett, 2006; Schulz, 2006) tanto en la planta hospedera como en el suelo.  
 
A través del manejo de forma integral de los cultivos, en este caso el cultivo de la vainilla, 
donde hasta el momento no se ha tenido en cuenta aspectos fundamentales como el 
conocimiento de las relaciones que esta plata forma con microorganismos del suelo (Porras-
Alfaro & Bayman, 2007), ha dejado a Colombia en la cola de los países potenciales en la 
producción de este saborizante ampliamente usado en la industria.  
 
El estudio de estos aspectos tiene como finalidad el conocimiento de cuales son y con 
quienes se lleva a cabo estas asociaciones;  conjuntamente ver cual de los hongos endófitos 
aislados tiene mayor potencial en aspectos nutricionales, para lograr a través de estos 
microorganismos benéficos, en aumento en los porcentajes de crecimiento a través de un 
incremento en el suministro de nutrientes esenciales para este tipo de plantas cultivadas.   
 
1.3 Hipótesis  
 
Al menos uno de los hongos endófitos ensayados en la inoculación ya se han aislados de 
plantas de vainilla silvestre o de otras orquídeas, estimulará el crecimiento de plantas de 
Vanilla planifolia bajo condiciones de invernadero  
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1.4 Objetivo General 
 
• Determinar las asociaciones de hongos endófitos presentes en Vanilla sp. y el 
potencial de estos en el desarrollo de plántulas de Vanilla planfolia 
 
1.4.1 Objetivos Específicos 
 
• Obtener un banco de hongos endófitos asociados a la raíz de plantas silvestres de 
Vanilla en varias zonas geográficas.  
 
• Evaluar bajo condiciones de techo-sombra el efecto de la inoculación sobre el 
crecimiento de plantas de V. planifolia.  
 
• Caracterizar morfológicamente la presencia de estructuras asociadas a micorrizas en 
el sistema de raíces de la V. planifolia 
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2. Revisión de literatura 
 
2.1 Generalidades endófitos vs micorrizas 
 
Las relaciones simbióticas son importantes para la evolución y conservación de muchos, quizás 
todos, los organismos (Thompson, 1994). Para las plantas, las relaciones de simbiosis son 
especialmente importantes en la adquisición de nutrientes. Las micorrizas son simbiosis formada 
por hongos y raíces de plantas donde ellas obtienen algunos de sus nutrientes, incluidos los que 
limitan el crecimiento (Smith & Read, 1997), mientras que los endófitos son microorganismos 
que crecen dentro de los tejidos vegetales sin causar síntomas de una enfermedad (Bayman & 
Otero, 2006; Brundrett, 2006; Stone et al., 2000). Los hongos formadores de micorrizas se cree 
que han evolucionado al mismo tiempo que las plantas terrestres, lo que permite a este último 
colonizar los mismos ambientes que sus hospedantes, las plantas (Brundrett et al., 2003). 
 
La literatura sobre endófitos y de micorrizas en orquídeas se encuentra muy ligada entre sí y a 
veces es imposible discutir estas asociaciones por separado. El concepto de micorrizas es 
funcional y describe una relación comúnmente mutualista (Smith & Read, 1997; Rasmussen, 
1995; Cameron et al., 2006, 2007), mientras que el concepto de endófitos principalmente 
describe dónde vive un organismo (Brundrett, 2006; Stone et al., 2000), sin asumir o excluir la 
posibilidad de beneficio para ambas partes. Hay asociaciones que son un continuo de relaciones 
simbióticas y en contraste, hay relaciones que con el transcurso de la historia de vida de los 
organismos puede llegar a ser comensalismo, mutualistas, parasíticas, o viceversa (Bayman & 
Otero, 2006; Gao et al., 2010).  
 
Estas relaciones entre hongos y orquídeas, también se complica por el hecho de que, a diferencia 
de la mayoría de las micorrizas, en las orquídeas no son conocidos por proporcionan ningún 
beneficio (Andersen & Rasmussen, 1996; Taylor et al., 2002), en algunos casos y quizás en 
todos, la relación es en realidad parasitarias por parte de la planta en lugar de mutualistas. 
 
La distinción entre hongos de micorrizas y endófitos en orquídeas se complica por el uso 
inconsistente de la terminología en la literatura. La mayoría de estudios de los hongos referentes 
al género-forma Rhizoctonia, asumen que la relación es de micorrizas sin demostrar ningún 
beneficio funcional para la planta. Bayman & Otero (2006), proponen una descripción que sería: 
"endófitos formadores de micorrizas”. Por otro lado, algunos autores son conscientes de este 
problema y evitan errar haciendo una precaución en el uso de los términos, prefiriendo llamar a 
sus hongos endófitos, basados en la falta de pruebas funcionales de una relación de micorrizas, a 
pesar, de que son casi con seguridad micorrizas cuando nos referimos a hongos de la forma 
género Rhizoctonia, y que ha  sido aislado a partir de fragmento colonizados y en donde se 
observa las estructuras típicas (pelotones) de este tipo de micorriza (Currah, 1991; Currah et al., 
1997; Richardson & Currah ,1995; Otero et al., 2002). 
 
Una definición propuesta por Brundrett (2004), separa las asociaciones de micorrizas de otro tipo 
de asociaciones con hongo de las raíces, como aquellas relaciones que se observan con hongos 
endófitos. Según esta definición, las asociaciones con hongos endófitos difieren de micorrizas 
obligadas por: i) ausencia de una interfase especializada (lugar donde se localizan las hifas), ii) 
ausencia de un desarrollo sincronizado planta-hongo, y iii) la falta de beneficios de la planta por 
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ausencia de transferencia de nutrientes, tres de los principales rasgos que definen las micorrizas y 
relaciones mutualistas.  
 
No obstante, las plantas pueden beneficiarse indirectamente de los hongos endófitos por i) 
Inducción de metabolitos de defensa potenciales contra patógenos (Bayman et al., 1997; Gao et 
al., 2010), ii) Secreción de Fito-hormonas aumentando las tasas de crecimiento, iii) Movilización 
de nutrientes para la planta hospedera (Yuan et al., 2009; Ovando et al., 2005) y iv) Tolerancia al 
estrés (Brundrett, 2006; Gamboa-Gaitán, 2006).  
 
Estudios recientes (Chen et al., 2011a, Chen et al., 2011b, Sing et al., 2011, Xing et al., 2011), 
muestran la gran diversidad de endófitos no formadores de micorriza asociados a las raíces y 
parte aérea de las orquídeas. Ponen en manifiesto el papel que cumplen estos hospederos en la 
protección de la planta frente a ataques de patógenos, ya sea por la síntesis de metabolitos 
secundarios o por mejoras en la nutrición a través de la disponibilidad de los nutrientes. Así 
mismo, ponen en evidencia, no solo los beneficios generados para las plantas, si no también, el 
potencial que poseen estos organismos endófitos y su batería de enzimas y metabolitos 
secundarios por ejemplo en la industria de los combustibles (Sing et al., 2011), y como 
antibióticos (Xing et al., 2011).  
 
Bayman & Otero (2006), presentan un compendio de las asociaciones que se presentan en esta 
familia y los hongos reportados en las raíces de orquídeas, además de una revisión sobre aspectos 
básicos de la asociación con endófitos. Sin embargo, deja al descubierto la carencia de 
conocimiento en las implicaciones que tiene estas asociaciones. Pone en discusión la necesidad 
de conocer más a fondo estas interacciones, la importancia del papel que cumple en la fisiología 
tanto de la planta hospedera como del endófito (Bayman et al., 1997) y su significancia 
funcional. Así, un mejor entendimiento de las funciones de estos organismos en la naturaleza, 
puede conducir a proporcionar tecnología para aspectos como: conservación de especies, cultivos 
competitivos y métodos amigables con el ambiente (Yuan et al., 2009). 
 
En las asociaciones de micorriza, propuesto por el botánico alemán Albert Bernand Frank en 
1885 (Trappe, 2005), que se deriva de los vocablos griegos “mikes” que significa hongo y “rhiza” 
raíz, es una simbiosis mutualista que se establece entre ciertos hongos del suelo y las raíces de 
muchas plantas (Smith & Read, 1997), los organismos asociados pertenecen al reino Fungi 
(Basidiomycetes, Ascomycetes y Zygomicetes) y a la mayor parte de las plantas vasculares. 
Según Peterson & Massicotte (2004), estas asociaciones micorrízicas involucran interacciones 
entre los hongos, la planta y los factores del suelo. 
 
La función principal de esta asociación, en términos de desarrollo y crecimiento vegetal, es 
aumentar la superficie de absorción de la raíz de tal forma que esta absorba y asimile más agua y 
minerales respecto a una no micorrizada; el hongo obtiene de la planta compuestos orgánicos, un 
hábitat protegido y la capacidad de perpetuarse en el tiempo y en contraposición, las plantas a 
través de la micorriza favorece en particular la absorción de compuestos como H2PO4-, NH4+, Zn, 
Cu, entre otros, gracias a la elongación del micelio externo más allá de la zona de agotamiento de 
nutrientes alrededor de la raíz. En consecuencia, es una asociación biológica que favorece a las 
plantas en su nutrición mineral, balance hídrico y desarrollo (Smith & Read, 1997). 
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Para objeto de este trabajo trataremos con más profundidad las relaciones que se presentan entre 
las orquídeas y el género-forma Rhizoctonia siendo este hongo el más reportado endófitos 
formadores de micorrizas en orquídeas. 
 
2.2 Micorriza orquidioide 
 
Se han aislado y cultivado in vitro hongos a partir de raíces de orquídeas adultas. Estos hongos 
pueden metabolizar un amplio rango de fuentes de carbono y producen enzimas hidrolíticas, 
incluyendo, protopectinasa y endopoligalacturonasa, celulasa y otras hidrolasas que rompen las 
macromoléculas, lo que posibilita el crecimiento del hongo como saprófito en suelos con 
desechos orgánicos o como parásito en diferentes especies vegetales (Rasmussen, 2002; Smith & 
Read, 1997; Salomes & Barroso, 1983).  
 
Mucho de los hongos conocidos de la micorriza orquidioide, pertenecen a la clase 
Basidiomycetes y por lo general se ha reportado la asociación con el género-forma Rhizoctonia 
(Ceratobasidiales, Exidiales, Tulasnellales) (Shen et al., 1998; Warcup & Talbot, 1967, 1980; 
Otero et al., 2002, 2005, 2007; Valadares,  2009; Valadares et al., 2012).  
 
Para aislar Rhizoctonia se requiere de tejidos vegetales colonizados, ya que gracias a la 
metodología universalmente empleada (fracciones colonizadas por pelotones o porciones de 
raíces previamente desinfectadas, que se transfieren a medios de cultivo) se obtienen colonias en 
condiciones axénicas. Sin embargo hay hongos micorrízicos de orquídea que no son fácilmente 
cultivables y otros que no se han podido cultivar. (Otero et al., 2002, 2004; Porras-Alfaro & 
Bayman, 2007; Pereira et al., 2005; Zhu et al., 2008).  
 
2.3 Generalidades de Rhizoctonia sp.  
 
Para la familia Orchidaceae el género-forma Rhizoctonia ha sido reportada como el hongo 
formador de micorrizas, entre ellos se incluyen Rhizoctonia repens, R. goodyera-repentis y R. 
solani.  El género Rhizoctonia, comprende un grupo complejo y diverso de más de 100 especies 
reportadas de hongos anamorfos pertenece al phylum Basidiomicota y la clase Basidiomicetes, se 
encuentran asociados con tres estados teleomorfos de la subdivisión Basidiomycota (hongos con 
reproducción sexual) (Tabla 1).  
 
Tabla 1. Estados sexuales y asexuales del hongo Rhizoctonia sp.  
 
Estado Teleomorfo (Sexual) Estado Anamorfo (Asexual) 
Thanatephorus cucumeris Donk Rhizoctonia multinucleados 
Ceratobasidium sp. Rogers Rhizoctonia binucleados 
Waitea sp. Warcup and Talbot R. zeae y R. Oryzae 
Fuente: Sneh et al., 1998.  
 
Rhizoctonia spp. en algunos casos es un patógeno de distribución mundial que ocasiona pérdidas 
importantes en la mayoría de las plantas anuales y perennes incluyendo casi todos los cultivos 
hortícolas que se desarrollan dentro o sobre el suelo. Entre las enfermedades comúnmente 
causadas por este patógeno está el llamado marchitamiento de las plántulas y la podredumbre de 
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las raíces. En contraste, para la familia Orchidaceae, Rhizoctonia sp. no se ha reportado como 
patógeno si no como hongo endófito formador de micorriza  (Warcup & Talbot, 1967, 1980; 
Shen et al., 1998; Roberts, 1999).  
 
Las características de la ramificación, la anatomía de poro septal y el número de núcleos por 
célula comúnmente son los criterios morfológicos disponibles para identificar al hongo como 
Rhizoctonia sp. aislado a partir de pelotones de orquídeas.  En condiciones ambientales adversas 
(baja disponibilidad de nutrientes, temperatura, etc.), el hongo produce ramilletes de células 
cortas, anchas de forma oval o triangular que se asemejan a esclerocios, las cuales funcionan 
como clamidosporas o estructuras de protección y son denominadas células monilioides. Sin 
embargo, el micelio generalmente no presenta caracteres diferenciales suficientes que permitan la 
identificación a nivel específico (Shen et al., 1998).  
 
La sistemática de Rhizoctonia sp. es difícil debido a la carencia de conidias y a que las estructuras 
de las etapas sexuales se encuentran raramente en el campo o bajo condiciones de laboratorio. 
Por lo tanto, los amplios criterios vegetativos para la identificación han dado lugar a taxonomía 
polifilética. Rhizoctonia se ha dividido en los géneros anamórficos Ceratorhiza, Epulorhiza y 
Moniliopsis, basado en caracteres tales como el número de núcleos de las hifas  y la ultra 
estructura del septo doliporo (Shen et al., 1998).  
 
Más recientemente, Roberts (1999), reconoció algunos de los teleomorfos siguientes: 
Ceratobasidium (Ceratobasidiales, anamorfo Ceratorhiza); Thanatephorus (Ceratobasidiales, 
anamorfo Rhizoctonia); Tulasnella (anamorfo de Tulasnellales. Epulorhiza); Oliveonia 
(Exisidiales, anamorfo Oliveorhiza); y Serendipita (Exisidiales, anamorfo sin clasificar).  
 
Con el uso de métodos moleculares y filogenéticos se ha logrado abordar el estudio de los hongos 
de micorriza orquidioide utilizando el ADN del simbionte para su identificación como una 
aproximación en diversidad microbiana y en patrones de especificidad con el hospedero. Algunos 
de estas metodologías se basan en la utilización de primers universales para hongos como las 
secuencias intergénicas de trascripción (ITS) (Otero et al., 2002, 2004, 2007, 2011; Shan et al., 
2002; Pereira et al., 2005; Bougoure et al., 2005; Porras-Alfaro & Bayman, 2007). Además de la 
identificación, la utilización de marcadores moleculares como RAPDS (Random Amplified 
Polymorphic DNA - DNA polimórfico amplificado al azar) y CAPS (Cleaved Amplified 
Polymorphic Sequence - Secuencias Polimórficas Amplificadas y Cortadas) permiten 
aproximaciones a la filogenia de los aislamientos de Rhizoctonia obtenidos a partir de diferentes 
especies de orquídeas (Taylor & Bruns, 1999; Otero et al., 2002; Girlanda et al., 2006; 
Rasmussen, 2002).    
 
Por otra parte, estudios han reconocido aislamiento de Rhizoctonia binucleada (BNR) no 
patogénica e hipovirulenta mayormente del suelo, como efectivos biocontroladores de hongos 
patógenos del ecosistema tales como Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Phytophthora sp. y Pythium 
sp., donde el mecanismo de acción que se propone se relaciona con la resistencia sistémica 
inducida (Sneh et al., 1998; González et al., 2006; Mosquera-Espinosa, 2010).  
 
Mosquera-Espinosa (2010), muestra por primera vez el uso de aislamientos de Rhizoctonia 
binucleada (Ceratobasidium) obtenidas a partir de orquídeas como un posible biocontrolador de 
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R. solani patógeno de arroz como alternativa promisoria en estrategias de biocontrol dentro de un 
programa de manejo integrado.   
 
2.4 Formación y transferencia de nutrientes  
 
Los pelotones intracelulares tienen un periodo de vida limitado en la interacción de la micorriza, 
estudios en microscopia electrónica han revelado que durante la lisis (algunas veces llamada 
digestión) la hifa se convierte en una estructura desorganizada y sus paredes empiezan a 
adelgazarse. En el estado final las paredes del hongo forman una masa irregular (Figura 1) 
(Harley & Williamson, 1972). Durante este proceso las células de la planta se mantienen vivas y 
activas y pueden ser recolonizadas por hifas que aparentemente sobrevivieron a los procesos de 
lisis o son colonizadas de nuevo por hifas de células adyacentes (Breddy, 1991). En consecuencia 
de la colonización, lisis y la transferencia de nutrientes, se produce el crecimiento de la planta 
(Arditti, 1992; Smith & Read, 1997).  
 
Las raíces de especies terrestres están por lo general muy colonizadas (Rasmussen, 2002; Smith 
& Read, 1997; Batty et al., 2002), mientras que en orquídeas epifitas llegan a estar colonizadas 
sólo después de entrar en contacto con el sustrato. Esto sugiere que el hongo no se transmite 
verticalmente en el material vegetal y que es necesaria su inoculación para el establecimiento de 
la simbiosis.  
 
  
 
Figura 1. Pelotones en formación y lisis en raíces de Masdevallia coccinea. Escala barra= 50um. 
Foto Nancy Fiorela Ordoñez Castillo. 
 
La capacidad de muchos hongos de hidrolizar carbohidratos insolubles implica que el micelio 
externo tiene acceso a abundantes fuentes en el suelo que pueden ser transportados a la orquídea. 
El hongo formador de micorriza puede obtener un suministro continuo de fotosintatos a partir de 
la asociación existente con otras plantas del sistema debido a las conexiones del micelio externo, 
de esta forma pueden ser entregados nutrientes gracias a la actividad fotosintética de otras plantas 
y a esta conexión existente (Smith & Read, 1997; Selosse et al., 2006). No obstante, este es un 
fenómeno reportado en zonas templadas, hasta el momento no existen reportes para zonas 
tropicales.  
 
La lisis del hongo en la micorriza de orquídeas es generalmente considerada como una 
manifestación de defensa de la planta, esto quizás ha sido asumido como un paso crucial en la 
transferencia de nutrientes. No hay evidencia clara de estas hipótesis, excepto que la respuesta del 
crecimiento a la colonización aparece después de la lisis de los pelotones. Esto sugiere más 
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claramente que los nutrientes son transferidos a través de la membrana de la orquídea, con un 
potencial por parte de ésta para controlar el movimiento de diferentes nutrientes hacia el interior 
de las células (Smith & Read, 1997; Rasmussen, 1990; Hadley & William, 1971, 1972). 
 
La dependencia de la planta por los hongos formadores de micorriza cambia incuestionablemente 
sobre el curso de la vida en las orquídeas (Porras-Alfaro & Bayman, 2007); en muchas orquídeas 
el decrecimiento en la dependencia del hongo es evidente de los estados juveniles hasta los 
estados adultos. Aunque en ciertas especies sigue habiendo una dependencia en estados adultos a 
pesar de la capacidad fotosintética de las hojas (Rasmussen, 2002), la colonización de una 
orquídea por diferentes hongos micorrizales incrementa la complejidad de la interacción, y es 
posible que diferentes grupos de hongos desempeñen un papel en cada etapa de la vida o en 
diferentes funciones en la planta (Porras-Alfaro & Bayman, 2007).  
 
2.5 Generalidades de la familia Orchidaceae 
 
Es una familia cosmopolita que cuenta con alrededor de 20.000 a 25.000 especies en todo el 
mundo (Dressler, 1981) ocupando el segundo lugar dentro de las familias más numerosas luego 
de Asteraceae. En Colombia, la familia cuenta con alrededor de 3.500-5.000 especies distribuidas 
en todo el territorio y ocupando el segundo puesto luego de Ecuador (Ortiz-Valdivieso, 2011)  
 
La familia Orchidaceae está compuesta por hierbas terrestres o epifitas, ocasionalmente 
enredaderas como en el caso de vanilla, las raíces de las orquídeas se encuentran modificadas en 
relación a las demás plantas con flor, aparentemente como una adaptación para la vida aérea o 
epifita. Muchas orquídeas poseen raíces envueltas por una capa de células velamen, un tejido 
destinado a la absorción de agua. Es una estructura de capas múltiple que protege a la raíz de 
daños mecánicos y actúa como una barrera contra la pérdida de agua (Arditti, 1992).  
 
Las orquídeas son económicamente importantes como en la industria de la floricultura, medicinal 
y aromática. Vanilla planifolia es la especie cultivada y produce cerca de un 95% de la vainilla 
comercial mundial con cerca de 2000 t/año (Porras-Alfaro & Bayman, 2007).  
 
2.6 Género Vanilla 
 
Vanilla es un género pan tropical con unas 107 especies, que se distribuyen en todos los 
continentes, menos en Australia, entre los 27° de latitud norte y sur (Soto-Arenas & Cribb, 2010; 
Soto-Arenas & Dressler, 2010). La mayoría de las especies se encuentran en América tropical, 
seguido por el sudeste de Asia y Nueva Guinea, África, las islas del Océano Indico y el Pacífico 
(Minoo et al., 2007; Bory et al., 2007). No todas las especies son aromáticas, pues solo se 
reconocen unas 35 especies con esta característica, la mayoría de ellas con origen en América 
(Soto-Arenas & Cribb, 2010; Soto-Arenas & Dressler, 2010).  
 
Es una planta carnosa, trepadora, de tallo largo y cilíndrico muy poco ramificado flexibles y 
suculento. Las hojas son alternas, opuestas, carnosas y de forma elíptica a oblongas (Figura 2A). 
En los nudos, al lado opuesto de la hoja se desarrolla un par de raíces adventicias aéreas 
estructuras con las que se adhiere a los tallos de los árboles que le sirven de tutor (Figura 2B). 
Las raíces aéreas obtienen parte de sus nutrientes del aire y de los desechos y musgos que se 
acumulan sobre los árboles en los que se apoyan (McGregor, 2005). Las raíces terrestres se 
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desarrollan sin profundizar en el suelo, extendiéndose sobre la hojarasca del bosque a varios 
metros de distancia (Figura 2C) (Ramírez & Rapidel, 1999). 
 
La inflorescencia es un racimo axilar (Figura 2D), por lo general con 1-3 flores abiertas al mismo 
tiempo, tres sépalos y dos pétalos superiores semejantes a los sépalos, pero ligeramente más 
pequeño, labelo (pétalo inferior) con forma de trompeta, todos de color amarillo a verde pálido. 
Columna central formada por estambre y pistilo soldados que se encuentra envuelta por labelo. El 
fruto es una cápsula o vaina péndula, cilíndrica y dehiscente, verde en estados inmaduros y al 
madurar toma color amarillo hasta volverse completamente negro (Figura 2E).  
 
Sus semillas (Figura 2F) tienen muy baja capacidad de germinación y al parecer requiere pasar 
por el tracto digestivo del murciélago para procesar la testa dura que poseen. Además una vez 
llega al suelo del bosque, requiere de relaciones micorrícicas para germinar y establecerse 
(Arditti & Ghani, 2000; Porras-Alfaro & Bayman, 2007).  
 
La vainilla crece bien desde los cero metros hasta los 1000 msnm en climas que van desde 
calientes a húmedos sin estaciones secas marcadas, las temperaturas pueden oscilar entre 21-
32°C, con un promedio de 26°C. La precipitación es de preferencia hasta 2000-2500 mm/año y 
uniformemente distribuida. Un período seco de 2 meses favorece la floración. El cultivo de 
vainilla requiere de suelos ligero, con buen drenaje, ricos en Ca y K, con una capa superficial de 
espesor de humus o mantillo en el que las raíces pueden extenderse, con pH entre 6-7. Requiere 
sombra parcial que puede ser proporcionada por arbustos o pequeños árboles (Hernández & 
Lubisnky, 2011; Fouché & Jouve, 1999).  
 
La principal fuente de la vainilla comercial proviene de V. planifolia que se distribuye desde 
México hasta el sur de Suramérica (Grisoni et al., 2007; Minoo et al., 2007), también aparece en 
muchas referencias como V. fragrans. Otra especie menos conocida es la vainilla de las Indias 
Occidentales V. pompona que también tiene potencial en la extracción de vainilla comercial.  
 
En cuanto el comercio internacional la mayoría de vainilla es cultivada por pequeños 
agricultores. Los principales países productores-exportadores fueron: Indonesia, Madagascar, 
Papua Nueva guinea, Uganda. Otros países del sudeste de Asia, que exportan o reexportan en 
pequeñas cantidades de vainilla son Malasia, Filipinas, Tailandia y Singapur (Brownell, 2011).  
 
 
 
 
 11 
   A         B      
 
  C     D   
 
  E   
  F   
 
 
Figura 2. Morfología de la planta Vanilla planifolia. A) Hojas alternas en zig-zag B) Raíces 
aéreas adheridas al tutor C) Raíces terrestres D) Inflorescencia axilar con botones y flor abierta E) 
Frutos en dos estados de maduración F) Semillas barra= 1 cm. 
 
 
Estados Unidos es el principal importador de la vainilla natural, con un promedio de 1326 
toneladas por año durante el período 1991-1995 (el 49% de las importaciones mundiales), 
seguido por Alemania (326 t), Francia (295 t) y Canadá (160 t). El precio de la vainilla Bourbon 
(producidos en las Islas del Océano Índico) en el mercado de los Estados Unidos en promedio es 
de 70 000 dólares EE.UU. por tonelada durante los años 1988-1992. En el mismo período de 
vainilla de Indonesia alcanzado un precio de 26 000 dólares de los EE.UU. por t. (Fouché & 
Jouve, 1999) 
 
 12 
Hasta el momento el único estudio en vainilla y sus asociaciones simbióticas de micorrizas fue 
realizado por Porras-Alfaro & Bayman (2007), donde identificaron por medio de ITS y mtLSU 
un amplio rango de hongos endófitos  pertenecientes a Ceratobasidium, Thanatephorus y 
Tulasnella. Por otra parte, se evaluaron algunas cepas aisladas de vainilla y de otras orquídeas en 
su efectividad en cuanto a la germinación y crecimiento; los resultados arrojaron que los hongos 
aislados de otras orquídeas como Ionopsis utricularioides estimularon significativamente la 
germinación de las semillas de vainilla y que fueron mucho más efectivos que los aislados de las 
plantas de vainilla.  Aun no esta claro que los hongos encontrados en plantas adultas sea el 
mismo hongo necesario en la germinación de semillas, o si exista un continuo de relaciones con 
los mismo simbiontes, esto debido al tamaño de las semillas pues los trabajos in situ son difíciles 
de realizar, para poder observar la germinación en condiciones naturales y esclarecer este tipo de 
asociación (Porras-Alfaro & Bayman, 2007).  
 
Para Colombia el estudio de vainilla es aun reducido (Mosquera-Espinosa et al., 2010, Mosquera-
Espinosa, 2010, Molineros et al., 2011) y hasta el momento se han reportado 12 especies 
mediante la consulta de ejemplares de herbario y colectas independiente distribuidas en todo el 
país, pero sin datos aún publicados ni conocimiento en cuanto su cultivo y asociaciones. Por otro 
lado, Soto-Arenas & Dressler, (2010) y Soto-Arenas & Cribb, (2010) reportan para Colombia 7 
especies y Molineros et al., (2011) reporta 9 especies tres de ellas con  posibilidades de nuevas 
reportes para Colombia.  
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3. Metodología 
 
3.1 Aislamiento y obtención de banco de endófitos  
 
3.1.1 Sitio de estudio 
Se realizó una exploración en algunos de los sitios donde se ha reportado la presencia de Vanilla 
sp., creciendo en forma silvestre en el país. Con la información preliminar recogida, se visitaron 
las siguientes regiones: Costa Atlántica en sectores del golfo de Morrosquillo y Montes de María 
(Sucre), estribaciones de la Sierra Nevada de Santa Marta (Magdalena), San Pedro de Urabá, San 
Luís, San Jerónimo, Porce (Antioquia), Yopal (Casanare), Serranía de la Macarena (Caquetá) y 
Buenaventura y al rededores (Valle del Cauca). En cada sitio se seleccionaron al menos tres 
plantas de vainilla de buen desarrollo, que no exhibían enfermedades o síntomas visuales de 
deficiencias nutricionales. En la Serranía de la Macarena, San Luís, San Jerónimo solo fue 
posible tomar muestra de una planta. Se tomaron muestras de raíces aprox. 20 cm. con aprox. 10 
gramos de suelo para mantener las condiciones. Las raíces fueron desenterradas con cuidado y 
cortadas con tijeras podadoras, finalmente, las muestras se empacaron en bolsas plásticas de 
cierre hermético debidamente marcadas y se trasladaron rápidamente al laboratorio en neveras de 
icopor.  
 
3.1.2 Aislamiento de hongos endófitos a partir de raíces de orquídeas 
Las raíces fueron lavadas con agua potable, para eliminar residuos de suelo. Con cuchillas 
quirúrgica estériles se removió el velamen con cuidado de no quitar la corteza de la raíz (Porras-
Alfaro & Bayman, 2007). Las raíces fueron desinfectadas superficialmente con un tratamiento de 
2 minutos con agua potable y jabón anti-bacterial, un enjuague de una solución de Tween 20 al 
0.1%; posteriormente lavadas con etanol al 70% por un minuto, un enjuague con hipoclorito de 
sodio al 3% por 30 segundos y, finalmente, lavadas tres veces con agua destilada estéril (Otero et 
al., 2002, 2005).  
 
La siembra se realizó con cortes de 2 mm de largo, sembrando 8 fragmentos de raíz sobre medio 
PDA (200g de papa, 20g de dextrosa, 20g de agar, para 1 L) suplementado con 50 ug ml-1 de 
penicilina y sulfato de estreptomicina de cada uno, e incubadas a 28ºC en oscuridad en caja de 
petri por triplicado. 
 
A partir de las colonias obtenidas se realizaron repiques sucesivos en el medio inicial de 
aislamiento, hasta obtener colonias puras, intentando realizar el menor número posible de estos 
repiques para conservar el microorganismo originalmente aislado.  
 
 
3.1.3 Pruebas bioquímicas de los aislamientos 
Se evaluó la capacidad de los diferentes aislados para crecer en medios de celulosa, lignina y 
Medio solubilizador de fosfatos (PSM, sigla en inglés de Phosphate solubilizing microorganism)  
según los protocolos del Laboratorio de Microbiología del Suelo de la Universidad Nacional de 
Colombia Sede Medellín), con el objeto de seleccionar posibles promotores del crecimiento 
vegetal. La degradación de la celulosa y lignina a compuestos más simples puede favorecer  la 
microflora benéfica asociada al sistema de raíces. La disolución de roca fosfórica puede favorecer 
la nutrición fosfórica de plantas (Osorio, 2008).    
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3.2 Efecto de la inoculación sobre el crecimiento de plántulas de Vanilla planifolia 
 
3.2.1 Desinfección previa de las plantas 
Las platas de vainilla una vez en fase de invernadero fueron desinfectadas de hongos patógenos o 
no patógenos preexistentes en la raíz y en la parte aérea. Este procedimiento se realizó mediante 
la fumigación de la parte aérea con un aspersor a cada planta del fungicida Antracol 2% 
(Propined 700gr/Kg) y Mertec 1% (Tiabendazol 500gr/L) una vez por semana por tres semanas, 
esto para prevenir posteriores contaminaciones con patógenos que vengan de la parte de 
propagación de las plantas. 
 
3.2.2 Elaboración del inóculo 
La elaboración del inóculo se realizó de la siguiente manera:  
 
Primero, a partir de la caja de petri donde se tiene el hongo creciendo (figura 3A) se agregaron 
dos repiques de 0.5*0.5 cm de agar con hongo a un Erlenmeyer de 250 ml que contenía medio de 
cultivo Papa dextrosa (200g de papa, 20g de dextrosa, para 1 L) que se dispuso en un shaeker a 
120 rpm a temperatura ambiente preferiblemente en oscuridad. Luego de 8 días de crecimiento el 
hongo fue licuado hasta obtener partículas finas (figura 3B), con una licuadora casera 
previamente desinfectada con alcohol al 70% por 1 hora e hipoclorito de sodio al 4% por 30 
minutos. Este licuado se colocó en un recipiente (botellas plásticas de gaseosa) de 600 ml estéril 
que finalmente se completó hasta el límite con agua destilada estéril (figura 3C). 
 
3.2.3 Aplicación de inóculo en sustrato  
Para realizar el proceso de inoculación se tomaron 500 cm3 por matera de trozos de madera 
(chips) procedente de las podas de árboles de la Universidad Nacional de Colombia sede 
Medellín y vermicompost en una relación 1:1 que se trasfirieron a un recipiente para ser 
autoclavado a 15 psi con una temperatura de 120ºC por 60 minutos.  
 
Una vez el sustrato estuviera estéril, se llenaron las materas y se agregó 20 ml del inóculo sobre 
la parte superior. Finalmente, la materas fueron tapadas con papel periódico y dejadas a 
temperatura ambiente por 7 días hasta que el hongos creciera en este sustrato. 
 
Las plantas de V. planifolia, fueron obtenidas a partir de esquejes del vivero ubicado en San 
Pedro de Urabá propiedad de la empresa Bioandes C.I Ltda. Cada planta se escogió por lo menos 
con 7 entrenudos (20 cm.) y con raíces aéreas visibles en buen estado. Luego de 8 días se observó 
crecimiento de micelio sobre el sustrato y se presumió que era el hongo el cual se había inoculado 
(figura 3D). Se sembró un esqueje de planta por matera donde por lo menos un entrenudos quedó 
dentro del sustrato. Las plantas fueron amarradas con cabuya al tutor artificial, en este caso palos 
de madera de 70 cm. de largo por 4 cm. de ancho en madera de sapán Clathrotropis brachypetala 
(Tul) Kleink. (figura 3E). Finalmente las materas fueron cubiertas con cuarzo picado hasta 
obtener una capa protectora a la entrada de insectos o otros agentes (figura 3E). El proceso de 
inoculación se repitió dos veces, una primera al principio del montaje y otra luego de 45 días. 
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Figura 3. Proceso de elaboración, aplicación de inóculo y siembra de plantas. A. Aislamiento en 
caja de petri. B. Inóculo líquido. C. Traslado y aplicación de inóculo D. Materas sustratos y 
colonización de hongo en suelo. E. Siembra de plantas. F. Aspecto general del ensayo bajo techo-
sombra.  
 
Se usaron 6 aislamientos de Valadares, (2009) hongos de orquídeas del Valle del Cauca: P-19, P-
17, P-18, P-20 de Psigmorchis pusida y I-1, I-2 de Ionopsis  utricularoides donde se tiene certeza 
de ser hongos del género-forma Rhizoctonia (Anexo 1), 12 hongos endófitos aislados de Vanilla 
A  B  
 
C  D  
 
E  F  
 
  
 16 
sp. silvestre, un control negativo donde el suelo estaba estéril pero sin inoculación y con la 
aplicación de los dos fungicidas (Tabla 2). Cabe resaltar que en este control aunque se aplicaron 
los dos fungicidas para evitar enfermedades preexistentes, las plantas ya tenían presencia de 
hongos formadores de micorriza. El ensayo se estableció en el invernadero bajo techo-sombra 
propiedad de la empresa Bioandes C.I Ltda. en el municipio de Sopetrán con una temperatura 
aprox. de 25ºC y una luminosidad relativa de aprox 9-11% y con riego manual.  
 
Tabla 2. Listado de endófitos, hospedero y sitio de procedencia de hongos inoculados en 
experimento de crecimiento de plántulas de Vanilla planifolia. 
 
Endófito Hospedero Localidad Departamento 
I-1 Ionopsis utricularoides Buenaventura Valle del Cauca 
I-2 Ionopsis utricularoides Buenaventura Valle del Cauca 
V-3 Vanilla sp. San Luís Antioquia 
V-4 Vanilla sp. San Pedro Urabá Antioquia 
V-6 Vanilla sp. Porce Antioquia 
V-8 Vanilla sp. Buenaventura Valle del Cauca 
V-9 Vanilla sp. Montes de María Sucre 
V-10 Vanilla sp. San Pedro Urabá Antioquia 
V-11 Vanilla sp. San Pedro Urabá Antioquia 
V-12 Vanilla sp. San Pedro Urabá Antioquia 
V-13 Vanilla sp. San Pedro Urabá Antioquia 
V-14 Vanilla sp. Golfo de Morrosquillo Sucre 
V-15 Vanilla sp. Montes de María Sucre 
V-16 Vanilla sp. Golfo de Morrosquillo Sucre 
P-17 Psygmorchis pusida Buenaventura Valle del Cauca 
P-18 Psygmorchis pusida Buenaventura Valle del Cauca 
P-19 Psygmorchis pusida Buenaventura Valle del Cauca 
P-20 Psygmorchis pusida Buenaventura Valle del Cauca 
Control    
 
3.2.4 Crecimiento de plantas  
Para obtener datos de biomasa y de crecimiento total luego de 6 meses de siembra, las plantas 
fueron cosechadas. 4 plantas por cada tratamiento fueron transportadas al laboratorio en bolsas 
plásticas debidamente marcadas. Los datos de biomasa: masa aérea total (MA g) y masa de raíces 
terrestre (MR g) se obtuvieron mediante el secado del material vegetal en un horno a 60ºC por 4 
días y pesadas luego de asegurarse que el material estuviera bien seco.  Para la longitud de raíces 
(LR cm) se midió con regla la raíz principal y todas la raíces secundarias y terciarias. El área 
foliar (AF cm2) se realizó mediante el medidor de área foliar portátil LI-3000C y altura total (AL 
cm) se medio en el momento de la cosecha desde la base de la planta hasta el ápice de 
crecimiento.  
 
3.2.5 Análisis foliares 
El análisis de los contenidos de nutrientes en las hojas se realizó en el Laboratorio de Ecología y 
Conservación Ambiental (LECA) área biogeoquímica, de la Universidad Nacional de Colombia 
Sede Medellín. Para este análisis se realizó una muestra compuesta de las 4 plantas cosechas, 
donde se escogió del segundo tercio de la planta 4 hojas jóvenes completamente desarrolladas, 
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lavadas y limpiadas para eliminar cualquier contaminación. En bolsas de papel fueron secadas en 
horno a 60ºC, aproximadamente por 72 horas. Una vez secas fueron molidas en una procesadora 
hasta observar trozos finos y finalmente tamizadas con una malla de 1 mm. Los elementos fueron 
cuantificados con las siguientes técnicas extractivas/analíticas: Nitrógeno total: Micro-Kjeldahl; 
Fósforo: Acido L-ascórbico/ colorimétrico; Potasio, Calcio y Magnesio: Acetato de aluminio 1M/ 
digestión vía seca y absorción atómica; Hierro, Cobre, Magnesio y Zinc: Olsen-EDTA/Absorción 
atómica.  
 
3.3 Caracterización de la asociación micorrizal 
 
3.3.1 Colonización 
Raíces 6 meses luego de la inoculación de las mismas 4 plantas cosechadas, fueron lavadas y 
limpiadas hasta remover todo el suelo adherido. De la raíz principal se cortaron 3 fragmentos de 4 
cm. aprox. (Base, Media y Apical), que se mantuvieron en FAA (Formol-Alcohol-Ácido acético). 
Cada fragmento de 4 cm. fue subdividido en fragmentos de 1mm de grosor y escogidos 5 
subfragmentos por cada sección de la raíz que luego fueron observados bajo microscopio (4X) 
(Olympus CX31). Se tomaron fotografías de cada subfragmento. La cuantificación de la 
colonización se realizó mediante el programa ArcGis 9.3 para Windows donde se señalaron las 
áreas colonizadas y el área total de la raíz, finalmente se calcularon porcentajes de área 
colonizada. 
 
3.4 Identificación molecular de hongos. 
 
3.4.1 Extracción de ADN. 
Los hongos fueron sembrados en medio PDA (200g de papa, 20g de dextrosa, 20g de agar, para 1 
L) y 5 días después transferidos a medio líquido de extracto de malta (30g de extracto de malta, 
22,5g de glucosa, 1,5 L), incubándose a 25°C en oscuridad por 15 días. Transcurrido este tiempo, 
se procedió a obtener el micelio mediante filtración con bomba de vacío y se conservo 
refrigerado a -20°C. El ADN se extrajo siguiendo el protocolo usado en el Laboratorio de 
Biología Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. 
 
El micelio fue macerado con nitrógeno líquido y a 0,5g de tejido macerado se le agregaron 400 
µL de buffer de extracción CTAB 3X (3% CTAB (w/v), 100 mM de TRIS HCL pH 8.0, 1.4M de 
NaCl y 20 mM de EDTA pH 8.0) y se mezcló con vortéx. Los tubos eppendorf se incubaron a 
65°C por 30 min y luego se adicionó 1 vol. de fenol-cloroformo, mezclándose por inversión 
durante 10 min para luego centrifugar a 13000 rpm por 15 min. El sobrenadante se transfirió a 
tubos de 1,5 mL y se le agregaron 500 µL de cloroformo, para mezclar por inversión durante 5 
min y centrifugar a 13000 rpm por 15 min. El sobrenadante fue recuperado en tubos de 1,5 mL y 
precipitado en 2 vol. de etanol absoluto frío y 0,1 vol. de acetato de sodio 3M durante 2 h a -
20°C. Posteriormente se centrifugó a 13000 rpm por 30 min. Se descartó el etanol absoluto y el 
pellet generado se lavó con 500 µL de etanol al 70%, centrifugándose a 13000 rpm por 10 min. 
El etanol fue descartado y el pellet resuspendido en 50 µL de agua ultra pura estéril. El ARN fue 
digerido mediante la adición de 5 µL de RNAsa, e incubado a 37°C por al menos 2 h. La 
integridad del ADN extraído fue determinada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, 70V 
durante 40 min; el gel fue suplementado con 3 µL de bromuro de etidio (10mg/mL) y se utilizó 
como buffer de corrido TBE 1X (Tris base 108g, ácido bórico 55g, EDTA 0.5M 40 mL, para 1 L, 
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pH a 8.1) y visualizado usando un transiluminador UV (Biometra, Göttingen, Alemania) con 
ayuda del software Biodoc analyze. El tamaño aproximado de las bandas generadas se comparó 
con el marcador de peso molecular 1Kb (Fermentas). La concentración del ADN obtenido, fue 
calculada por análisis de absorbancia a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm, en un Nanodrop 
(Thermo SCIENTIFIC) y se prepararon diluciones de DNA de 25 a 50 ng/µL a partir de las 
cantidades originalmente extraídas, que oscilaron entre 50 y 2545 ng/µL, dependiendo de los 
aislamientos.  
 
Cuando la integridad y/o relación 260:280 del ADN encontrada presentaba deficiencias de 
calidad, se procedió a realizar la extracción de ADN mediante el kit comercial DNAeasy plant 
mini (Qiagen, Alemania), a partir de 100 mg de micelio macerado con buffer de extracción AP1 
y 4 µL de RNAasa A, siguiéndose las instrucciones del fabricante. 
 
3.4.2 Amplificación por PCR y secuenciación de las regiones ITS y 28S del ADNr. 
El análisis de las secuencias del ADNr de los hongos, fue realizado mediante amplificación por 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de las regiones ITS1, 5.8S e ITS2, además de una 
porción de la región 28S que contiene los dominios D1 y D2, ampliamente utilizados para 
estudios filogenéticos de hongos. Para ello se emplearon los primers universales ITS1 (5’ TCC 
GTA GGT GAA CCT GCG G 3’) e ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA  TAT GC 3’) (White et 
al., 1990) y LROR (5’ ACC CGC TGA ACT TAA GC 3’) y LR6 (5’ CGC CAG TTC TGC TTA 
CC 3’) que amplifican una región del extremo 5’ de la subunidad grande (28S) del ADNr 
(Guadet et al. 1989, Hopple y Vilgalys 1999). 
 
Cada reacción de PCR estuvo conformada por 25 µL y contenía 2,5 µL de buffer de enzima 10X 
(100 mM Tris-HCl (pH 8,8), 500 mM KCl, 0.8% Nonidet P40), 2 µL dNTPs (2,5 mM), 0,5 µL 
de cada primer (10µM), 1,8 µ L MgCl2 (25 mM), 0,2 µ L Taq ADN polimerasa (Fermentas) 
(5U/µL), 16,5 µ L de agua ultra pura estéril y 1 µ L de ADN (25 a 50 ng/µL). En todas las 
reacciones se incluyó un control negativo sin muestra de ADN. Las amplificaciones se realizaron 
en un termociclador Biometra T3000, utilizando el siguiente programa: Desnaturalización inicial 
a 98°C por 3 min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min, 10 
s, y una extensión final a 72°C por 10 min. Posterior a la amplificación se tomaron 5 µL de los 
productos de reacción que fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 
suplementado con 3 µL de bromuro de etidio (10 mg/mL), a 70V durante 60 min. El tamaño 
aproximado de las bandas generadas se comparó con el marcador de peso molecular GeneRuler 
100pb DNA Ladder Plus (Fermentas). La visualización de las bandas amplificadas se realizó a 
través del software Biodoc analyze en un transiluminador UV (Biometra, Göttingen, Alemania). 
 
Aquellos amplicones del tamaño esperado fueron purificados mediante los kitsQIAquickPCR 
Purification y QIAquick Gel Extraction (Qiagen), dependiendo de su especificidad, para proceder 
a su secuenciación directa en ambas direcciones utilizando los mismos primers del PCR, con el 
sistema Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied Biosystems, Foster 
City, EEUU) y su análisis en un secuenciador ABI Prism 3730XL (PE Applied Biosystems) de la 
compañía Macrogen (Corea del Sur). 
 
Las secuencias obtenidas con cada primer fueron editadas mediante el software Chromas, 
generándose las secuencias consenso con el programa BioEdit y confirmándose su identidad por 
comparación con la base de datos del GenBank, mediante el programa BLASTn 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). A partir de los resultados del BLASTn, se 
obtuvieron secuencias de aislamientos de diferentes especies de hongos aparentemente asociados 
con los obtenidos en este estudio, para proceder a realizar un alineamiento mediante el software 
Clustal W. La matriz generada se convirtió al formato Nexus y se empleó para desarrollar un 
análisis filogenético utilizando el método de Máxima parsimonia (MP) con la opción búsqueda 
Heurística (Heuristic search) del software PAUP 4.0b, asumiendo los gaps como nucleótidos 
eliminados (missing value) y la orden tree-bisection-reconnection (TBR). El soporte de la 
topología interna del dendrograma fue evaluado mediante análisis de Bootstrap con 1000 
permutaciones (Felsenstein 1985). 
 
3.4.3 Caracterización morfológica de los hongos. 
A partir de los resultados generados en el análisis filogenético, se procedió a la caracterización 
morfológica de los hongos mediante observación microscópica y descripción de las colonias en 
medio de cultivo PDA. Las observaciones se realizaron en un microscopio óptico Zeiss modelo 
Axioplan acoplado a un sistema fotográfico digital. Como base de comparación de las estructuras 
observadas, se emplearon las herramientas de búsqueda del Mycobank 
(http://www.mycobank.org/). El análisis macroscópico de las colonias consistió en la evaluación 
de la forma y tipo de micelio de los aislamientos, mientras que bajo el microscopio se evaluó la 
ontogenia, forma, ornamentación y el tamaño de las esporas, tipo de micelio, presencia de 
cuerpos fructíferos, estructuras de resistencia y de estructuras estériles. 
 
3.5 Análisis de la información  
El efecto de la inoculación de hongos endófitos aislados del sistema de raíces sobre el 
crecimiento de plántulas de Vanilla planifolia se evaluó sobre las variables longitud de la planta 
(cm), longitud de raíces (cm), masa seca aérea (g), masa seca de raíces (g) y área foliar (cm2). 
Bajo un diseño completamente al azar con 18 tratamientos (aislados), cada tratamiento contó con 
4 repeticiones. Se verificó el cumplimiento de los supuesto de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov, P > 0.05) aplicada a tamaños de muestra pequeños (<2000 datos) y homocedasticidad 
(Bartlett P < 0.05) (Hoshmand, 2006) (Anexo 2).  Sobre los tratamientos, se realizó una prueba 
de F (<0.005).  La separación de las medias se realizó con la prueba de LSD.  
 
Se realizaron correlaciones de Pearson entre las variables Masa aérea vs. Masa raíces, Longitud 
raíces vs. altura de la planta, Longitud raíces vs. área foliar, Altura de la planta vs. área foliar, 
Masa área vs. área foliar, Altura de la planta vs. Colonización. 
 
A través de análisis de Modelos Lineales Generalizados (GLM sigla en inglés General lineal 
models) se buscó explicar la variable respuesta [Alura de la planta (cm) y masa seca aérea (g)] en 
función de las variables independientes o explicativas (TTO Tratamiento, MR Masa de Raíces, 
LR longitud de raíces, AF Área foliar, MA masa aérea) a medida que se van eliminando una a 
una las variables independiente del modelo.   
 
Los análisis fueron realizados con el programa SAS 9.2 para Windows.  
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4. Resultados 
 
4.1 Aislamiento y obtención de banco de endófitos  
 
Durante el 2009 se colectaron muestras del sistema de raíces de plantas silvestres de Vanilla sp. 
en cinco departamentos de Colombia en 10 municipios o localidades (Tabla 3). Las plantas 
muestreadas corresponden a individuos silvestres vigorosos que no presentaban signos o síntomas 
de enfermedad.  Alrededor del 80% de los individuos silvestres muestreados se encontraban en 
época de floración, el 40% presentaron frutos en proceso de formación. 
 
Tabla 3. Sitios de colecta visitados donde se registraron individuos de Vanilla sp. en estado 
silvestre. No. de aislados corresponde al total de hongos  aislados para cada sitio a partir de raíces 
individuos sanos. No. de aislamientos ensayados corresponde al número de hongos inoculados en 
el ensayo de crecimiento. 
 
Sitio de Colecta Municipio 
Presencia Número 
muestras 
(planta) 
No. de 
aislamientos 
Ensayados 
No. de 
aislados 
Floración Fructificación 
Porce  
Antioquia 
0 1 3 1 8 
San Jerónimo  1 1 1 0 2 
San Luís 0 0 1 1 4 
San pedro de 
Urabá  1 1 3 5 10 
Yopal Casanare 1 0 3 0 5 
Serranía de la 
Macarena Meta   1 0 4 
Montes de María  
Sucre 
1 1 3 2 5 
Reserva 
Sanaguaré  1 0 3 2 6 
Buenaventura Valle del Cauca 0 0 3 1 5 
S.N. de Santa 
Marta Magdalena  0  0 3 0 6 
 
 
La selección de los hongos a ensayar en el experimento de crecimiento se realizó mediante la 
escogencia de las mayores tasas de crecimiento entre todos los aislamientos. Luego de 4 días de 
la siembra los hongos ya presentaban crecimiento y en el medio de PSM el 55% de los 
aislamientos presentaba cambio en la coloración del medio (figura 2).  
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Figura 4. Crecimiento en milímetros de aislamientos escogidos para el experimento de 
crecimiento de plantas de Vanilla sp Medio de Solubilizador de fósforo (PSM), Medio celulosa 
(CEL), Medio de lignina (LIG). Incubado a temperatura ambiente ≈25°C. Las líneas verticales 
indican el error estándar de las medias. 
  
Todos los hongos aislados se encuentran conservados en eppendorf con agua destilada estéril a 
temperatura ambiente y consignados en el Laboratorio de Microbiología del Suelo de la 
Universidad Nacional de Colombia sede Medellín 
 
 
4.2 Efecto de la inoculación sobre el crecimiento de plántulas de Vanilla planifolia 
 
Luego de la validación de los supuesto (anexo 2) los resultados indican que existen diferencias 
significativas y se ven influenciado por los tratamientos las variables de biomasa como: altura de 
la planta (P=0.0002), longitud de raíces (P=0.0213), masa de raíces (P=0.0173) y masa aérea 
(P=0.0431) y la única variable que no presento diferencias significativas fue el área foliar 
(P=0.1148).  
 
Para la longitud de la planta los mejores tratamientos fueron V-13 aislado de San Pedro de Urabá, 
V-11 aislado de San Pedro de urabá, P-18 aislado de P. pusida del Valle del Cauca con  39.25 
cm, 34.75 cm y 34.25 cm respectivamente en el periodo de 6 meses. El tratamiento control sin 
inoculación presento un valor bajo (15.50 cm) seguido del tratamiento I-1 (12.70 cm) (anexo 2 y 
figura 5A). Se observó que en los primeros 2.5-3 meses de inicio del experimento, el crecimiento 
de las plantas es lento, alrededor de un entrenudo (34 mm) por mes. Sin embargo, luego de este 
periodo de aclimatación el crecimiento en número y longitud de entrenudos aumentó hasta 
alcanzar 3 entrenudos por mes y 45 mm de longitud por entrenudos nuevos.  
 
En las variables de longitud y masa de las raíces los mejores tratamientos fueron V-10, V-12, V-9 
y V-13 donde los mayores valores fueron 221.98 cm y 210.38 cm para longitud de raíces y masa 
0.648 g y 0.6400 g. El tratamientos por debajo del control en la longitud de las raíces fueron Ctrl, 
V-11, I-1, V-15, V-16, V-14, P-19 con 109.55, 106.88, 102.60, 100.18, 100.03, 98.60 y 77.93 
respectivamente y para la masa fueron Ctrl y P-19 con 0.253 y 0.222 respectivamente (anexo 2 y 
figura 5B, 6.1A). Las raíces generadas durante el experimento no presentaban síntomas de 
enfermedad y por el contrario se observó micelio externo y el aspecto típico de una raíz sana.  
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Tabla 4. Resultado de comparación de medias por LSD para cada variable de biomasa. Los tratamientos con letras diferentes presentan 
diferencias significativas (P≤0.05) para la variable correspondiente. MA (g) Masa aérea; AL (cm) Altura de la planta, LR (cm) 
Longitud de raíces; MR (g) Masa de raíces, AF (cm2) Área foliar)  
 
VARIABLES 
MA 
(g) 
AL 
(cm) 
LR 
(cm) 
MR 
(g) 
AF 
(cm2) 
Ctrl de fg bc cd bcd 
I-1 e g bc bcd cd 
I-2 ab ab abc abcd abcd 
V-3 abcde abcde bcd bcd abcd 
V-4 abcd bcdefg bcd abc abcd 
V-6 bcde abcd bcd bcd bcd 
V-8 cde bcdeg abc abcd cd 
V-9 abcde abcd ab ab abcd 
V-10 a abc a a ab 
V-11 abcde ab bc bcd abcd 
V-12 abcd bcdef ab a bcd 
V-13 ab a abc abc abc 
V-14 bcde efg bc bcd bcd 
V-15 e fg bc bcd a 
V-16 cde defg bc bcd d 
P-17 bcde cdefg bcd bcd bcd 
P-18 abc ab abcd abc bcd 
P-19 bcde fg d cd d 
P-20 bcde defg abcd abcd bcd 
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Figura 5. Variables de biomasa evaluadas en 19 tratamientos en plantas de Vanilla planifolia 
luego de 6 meses de siembra A. Altura de la planta (cm)  B. Longitud de las raíces (cm). Las 
líneas verticales indican el error estándar de las medias. 
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Figura 6. Variables de biomasa evaluadas en 19 tratamientos en plantas de Vanilla planifolia 
luego de 6 meses de siembra A. Masa de las raíces (g) B. Masa aérea (g). Las líneas verticales 
indican el error estándar de las medias. 
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Figura 6. Variables de biomasa evaluadas en 19 tratamientos en plantas de Vanilla planifolia 
luego de 6 meses de siembra C. Área foliar (cm2). Las líneas verticales indican el error estándar 
de las medias. 
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Los resultados indican que para la variable de masa aérea los mejores tratamientos fue el V-10 
seguido del V-13, I-2 y P-18 con una masa de 3.18g, 2.86g, 2.83g, 2.17g respectivamente (Anexo 
1). Las plantas control que no fueron inoculadas presentaron poco crecimiento y acumulación de 
biomasa (1.89 g), así mismo como los tratamientos V-15, I-1 estando por debajo del control 
(1.7465 y 1.661) (Figura 6B). Respecto los contenidos de humedad no se encontraron diferencias 
significativas (P=0.5718 tallo; P= 0.6050 hojas) entre los tratamientos con un promedio de 
91.85% (1.83 des est) para los tallos y 93,97% (1.29 des est) para las hojas. Así mismo, para el 
área foliar no mostró diferencias significativas para ninguno de los tratamientos (P=0.1148) 
Figura 6C.  
 
En los análisis de correlación se observa una relación positiva entre las variables masa aérea, 
masa raíces, altura de la planta y longitud de raíces (Tabla 4).   
 
 
Tabla 5. Correlaciones significativas de variables de biomasa 
 
Análisis de Correlación 
 
N Coeficiente 
de Pearson 
P value 
Masa aérea vs. Masa raíces 76 0.64682 <.0001 
Longitud raíces vs. altura de la planta 76 0.39292 0.0004 
Longitud raíces vs. área foliar 76 0.39053 0.0005 
Altura de la planta vs. área foliar 76 0.46862 <.0001 
Masa área vs. área foliar 76 0.54942 <.0001 
Altura de la planta vs. Colonización 76 0.64100 0.05435 
 
 
Para la construcción del MLG se agregaron todas la variables e interacciones posibles y se fueron 
eliminando aquellas que presentaba un estadística F mayor a 0.05, esto se realizó para evitar una 
parametrización excesiva capaz de diluir otros efectos (Gatica & Hernández, 2003). 
 
Se plantearon dos modelos uno donde la variable independiente fue la altura de la planta y otro 
con la masa aérea. Los resultados indican que para el modelo donde la variable independiente fue 
la altura de la planta el poder explicativo lo da el efecto de los tratamientos (P=0.0049) y el área 
foliar (P=0.0045), mientras que para el modelo donde la variable independiente fue la masa aérea 
el poder explicativo lo da el área foliar (P=0.0027) y la masa de las raíces (P=0.0013) (Tabla 5).   
 
 
Tabla 6. Modelos Lineales Generalizados (MLG). Variable explicativa 1. Altura de la planta y 2. 
Masa aérea (TTO Tratamiento, MR Masa de Raíces (g), LR longitud de raíces (cm), AF Área 
foliar (cm2), MA masa aérea (g), AL Altura de la planta (cm)). 
 
1. Altura de la 
planta 
Fuente Pr > F Coef Var R-
cuadrado 
TTO  0.0079 30.70434 0.648708 
Colonización 0.4939 
MR g 0.9845 
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LR cm 0.9668 
AF cm2 0.0047 
MA g 0.4802 
    
TTO 0.0066 30.41381 0.648696 
Colonización 0.4900 
MR g 0.9735 
AF cm2 0.0041 
MA g 0.4767 
    
TTO 0.0062 30.26791 0.645494 
MR g 0.8723 
AF cm2 0.0049 
MA g 0.3541 
    
TTO 0.0049 29.99873 0.645322 
AF cm2 0.0045 
MA g 0.3393 
     
2. Masa aérea AF cm2 0.0013 19.60410 0.688139 
TTO 0.4590 
MR g 0.1780 
LR cm 0.7598 
AL  cm 0.4802 
Colonización 0.0704 
    
AF cm2 0.0009                                                19.43590 0.687572 
TTO 0.4449 
MR g 0.0007 
AL cm 0.4767 
Colonización 0.0668 
    
AF cm2 0.0027 19.88112 0.666927 
TTO 0.6613 
MR g 0.0013 
AL cm 0.3541 
    
AF cm2 <.0001 21.70872 0.595522 
TTO 0.2272 
AL cm  0.3393 
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4.3 Caracterización de la asociación micorrizal 
 
Los análisis de la micorriza se realizaron con los aislamientos pertenecientes al género-forma 
Rhizoctonia (I-1, I-2, P-17, P-18, P-19 y P-20 y plantas control sin inocular) (Valadares 2009). 
Fueron examinados 60 segmentos por tratamiento, 20 para cada zona: apical, media y basal. La 
micorrización global en la zona apical, media y basal fue de 6.32%, 36.86%  y 29.82%  
respectivamente  (Figura 7B). Los resultados indican que no existen diferencias significativas 
entre los tratamientos en ninguna de las zonas (P= 0,8312 apical, 0.0565 media y 0.5784 basal) 
(Figura 7A) y la correlación colonización vs. altura de la planta no se encontró relación positiva 
(r=0.6410 P =0.05435) (Tabla 5).  
 
Las raíces evaluadas para la micorrización demuestran que las plantas presentaban la formación 
típica de la micorriza orquideoide, ensortijamiento de hijas formando pelotones en la parte 
cortical de la raíz. Se observaron pelotones en dos etapas: 1. Hifas completamente formadas, 
donde además fueron evidentes las conexiones intercelulares y 2. masas amorfas de hifas en 
proceso de digestión (Figura 8). Esta localización de pelotones en cada uno de los estados no 
presentan un arreglo establecido y se pueden encontrar capas de células no colonizadas en el 
velamen, en los haces vasculares y algunas células de la corteza.  Además fue posible la 
observación de colonización a través de toda la raíz, con una menor colonización en la parte 
apical. 
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Figura 7. A. Porcentajes de colonización de raíces de Vanilla planifolia en 3 zonas evaluadas Basal, Media y Apical. Ctrl: Control, I-1; 
I-2 aislamientos de Ionopsis utricularoides P-17, 18, 19 y 20 aislamiento de Psygmorchis pusida. Las líneas verticales indican el error 
estándar de las medias. B. Figura del porcentaje de colonización global en las 3 zonas evaluadas Apical Media Basal.  
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A             B            C  
 
 
 
 
Figura 8. Fotografías de microscopio de luz. Corte transversal de raíz micorrizada de Vanilla planifolia. A. Visión general de la raíz 
(Et: Estele; Ct: Corteza; V. Velamen) 10X B. Pf: Pelotones en formación; Pd: Pelotones en digestión 40X C. Pelotones en formación, 
la flecha indica las conexiones intercelulares. Tinción Fucsina ácida 100X. 
Et 
Ct 
V 
Pf 
Pd 
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Contenido nutricional de análisis foliar 
El contenido nutricional para todos los tratamientos (Anexo 3), indican valores muy similares a 
los reportados para otras orquídeas y a los valores de referencia general para otras plantas (Tabla 
7). Los nutrientes que presentaron comportamientos disímiles a estos anteriores fueron fósforo 
(P); Calcio (Ca),  
 
Tabla 7. Promedio de contenidos nutricionales de 19 tratamientos de hojas de Vanilla planifolia 
en base seca a los 180 días de siembra. * 
 
 Porcentaje de peso seco  mg/Kg de peso seco 
 N  P K Ca Mg  Fe Mn Zn Cu 
Promedio 1,845 0,078 4,481 3,515 0,365  79,023 56,841 23,531 5,522 
Desv estándar 0,160 0,004 0,933 1,100 0,063  13,332 12,022 3,013 2,339 
Error estándar 0,034 0,001 0,203 0,240 0,013  2,909 2,623 0,657 0,510 
           
Otras orquídeas           
Arandaa 0.9 0.2 1.0 2.4 0.3  110 350 63 34 
Cattleyaa 1.83 0.20 4.24 1.29 0.47  66 79 28 10 
Cymbidiuma 2.33 0.26 2.93 0.97 0.33  133 54 46 12 
Dendrobiuma   0.20  0.23   176   
Phalaenopsisa 1.99 0.25 7.06 2.79 0.53  97 210 176 5 
Valor referenciaa 1.5 0.2 1.0 0.5 0.2  100 50 20 6 
aHew & Yong, 2004    
*Tabla con datos originales Anexo 3. 
 
 
4.4 Identificación molecular de hongos 
 
Ocho de los hongos endófitos inoculados en los experimentos de campo fueron identificados 
molecularmente, así como también los aislamientos V-5, V-17 y V-18, que aunque se inocularon 
no fueron considerados en los análisis estadísticos. Para los aislamientos V-4, V-7, V-8, V-10 y 
V-13, no fue posible realizar la identificación molecular por problemas con la calidad y/o nivel 
de pureza del ADN extraído. 
 
La metodología utilizada para la extracción de ADN fue objeto de diferentes modificaciones 
debido a la gran diversidad de hongos obtenidos en el trabajo. Dichas modificaciones 
consistieron fundamentalmente en los cambios de concentración de CTAB (2X a 3X), la 
realización de al menos dos lavados continuos con fenol:cloroformo para aquellos hongos con 
alta producción de pigmentos bajo las condiciones de medio líquido y el aumento de los tiempos 
de precipitación de los ácidos nucleicos con etanol y acetato de sodio. Cuando dichos cambios no 
eran suficientes para obtener ADN de calidad amplificable por PCR, se recurrió al empleo del Kit 
de extracción de Qiagen, aunque como se indicó anteriormente, aún así no fue posible lograr 
amplificación de productos esperados en cinco de los hongos (V-4, V-7, V-8, V-10 y V-13). Las 
pruebas de PCR también fueron sometidas a cambios en la estandarización del protocolo con el 
fin de determinar las condiciones óptimas de amplificación de los fragmentos para las dos 
regiones estudiadas. En este caso los cambios fundamentales correspondieron a la variación en 
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las condiciones de temperatura de annealing (de 52 a 56°C) y la adición a las reacciones de BSA 
(1 µL de una solución 2 mg/mL). 
 
La amplificación de los productos de PCR de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 del ADNr de los 
hongos endófitos aislados, generó un fragmento de aproximadamente (˜600 pb) con los primers 
ITS1 e ITS4, mientras que para la región 28S (Dominios D1 y D2) se obtuvieron amplicones de 
cerca de 1100 pb (Figura 9).  
 
 
 
Figura 9. Gel de electroforesis resultado de la amplificación por PCR de las regiones ITS y 28S 
del ADNr en hongos endófitos asociados a raíces de plantas de vainilla. 1. Marcador de peso 
molecular de 100 pb (Fermentas); 2-4: Amplicones de ITS1, 5.8S e ITS2 en tres aislamientos; 5-
7: Amplicones de las regiones D1-D2 del ADNr 28S en tres aislamientos; 8: Control negativo. 
 
El análisis BLAST de las secuencias de los once productos ITS purificados para igual número de 
aislamientos, indicó que cinco de los hongos pertenecen al género Phomopsis, mientras que 
individualmente otros aislamientos presentaron altos valores de identidad con miembros de los 
géneros Grammothele sp., Hypoxylon sp., Trichoderma sp., Bipolaris sp. y Phoma sp., y 
finalmente el aislamiento V11 sólo pudo ser identificado como perteneciente a la familia 
Xylariaceae (Tabla 8).  
 
Ya que los resultados de BLAST corresponden a un alineamiento local que sólo conduce a 
aproximaciones de identificación que dependen de la validez taxonómica de las accesiones 
depositadas en las bases de datos moleculares, se realizó un análisis filogenético utilizando el 
algoritmo búsqueda heurística de Máxima parsimonia. Como grupo externo de análisis 
(outgroup) se utilizaron dos secuencias de hongos roya. El análisis filogenético utilizó 798 
posiciones, 139 de las cuales resultaron constantes, 81 variables pero no informativas y 578 
parsimonia-informativas. El dendrograma generado presentó un índice de consistencia (CI) de 
0,52, índice de retención (RI) de 0,85 y un índice de homoplasia (HI) de 0,47, que son valores 
medios dada la gran diversidad de hongos utilizados en el análisis (Figura 10). Se presentaron 10 
clados principales, siete de los cuales representan Ascomycetes o sus estados imperfectos y los 
tres restantes Basidiomycetes. El grupo I corresponde a los miembros del Orden Diaporthales y 
específicamente de la familia Valsaceae (Phomopsis sp.) y Diaporthaceae (Diaporthe sp.). Esta 
clado permitió confirmar el resultado de Blast para cinco de los aislamientos bajo estudio, como 
pertenecientes al género Phomopsis sp.. El segundo grupo incluyó hongos del Orden Xylariales, 
familia Xylariaceae en sus formas perfectas (Hypoxylon sp.) e imperfectas (Nodulisporium sp.), 
además de un representante anamórfico de la familia Amphisphaeriaceae (Pestalotiopsis 
oxyanthi). En este grupo se presentaron dos aislamientos obtenidos de tejidos de vainilla, uno de 
ellos (V-11) nuevamente sólo pudo ser identificado como filogenéticamente emparentado con la 
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familia Xylariaceae, mientras que el aislamiento V-9 aparentemente es un miembro de género 
Hypoxylon, al compartir un 97% de identidad con una secuencia representativa de un miembro de 
este género (Tabla 10). El tercer clado alojó integrantes del género anamórfico Trichoderma (T. 
spirale, T. longipile) y de su estado perfecto Hypocrea sp. (Hypocreales, Hypocreaceae). En este 
grupo se identificó el aislamiento V-15 compartiendo un 99.6% de identidad con la especie T. 
spirale (Tabla 10). El cuarto (Colletotrichum sp.) y quinto (Lasiodiplodia sp.) grupo correspondió 
a hongos de referencia incluidos en el análisis por corresponder a patógenos de plantas reportados 
recientemente por Santa et al. (2011), afectando plantas de vainilla de la zona donde se adelantó 
esta investigación. En el sexto clado se encuentran especies de hongos en sus estados sexuales 
(Cochliobolus sp.) y asexuales (Bipolaris sp., Cladosporium sp.) de los Dothideomycetes 
(anteriormente denominados Loculoascomycetes). En este grupo se encontró el aislamiento V-16, 
el cual compartió un nivel de identidad de 99,4% con una especie no identificada del género 
Bipolaris sp. (Tabla 10). El séptimo clado también esta filogenéticamente relacionado con los 
Dothideomycetes, pero en este caso incluyó estados imperfectos de los denominados 
Sphaeropsidales en la nomenclatura micológica tradicional. De esta forma el clado registro 
especies de los géneros Ampelomyces sp., Coniothyrium sp. y Phoma sp., siendo posible 
identificar al aislamiento V-12 como miembro de este último taxón. El clado 8 representa hongos 
Basidiomycetes de los Agaricomycetes y de los ordenes Polyporales (Grammothele sp., Polypore 
sp., Fomes sp., Ganoderma sp.) y Agaricales (Marasmius sp.). Interesantemente, el aislamiento 
V-17 del presente estudio compartió un 99% de identidad en la secuencia ITS con la especie 
Grammothele fuligo un hongo asociado a tejido foliar de plantas monocotiledóneas como el 
bambú y palmas (Crous et al., 2004). El clado 9 presenta estados perfectos e imperfectos de la 
familia Ceratobasidiaceae de los Agaricomycetes, familia que incluye reconocidos endófitos de la 
vainilla (Rhizoctonia sp.). Finalmente, el clado 10 es el grupo externo de análisis, con dos 
especies de royas de los géneros Puccinia sp. y Hemileia sp. y seleccionados por el carácter 
monofilético del Orden Uredinales, al presentar características únicas como sus cinco estados 
espóricos, su carácter obligado y sus teliosporas que dan origen a probasidios (Figura 10). 
 
Con respecto al análisis realizado para la región 28S del ADNr (Tabla 9), fue posible obtener seis 
secuencias completas con ambos primers y una con uno solo de los primers utilizados para el 
aislamiento V-11. Esta secuenciación se realizó con el fin de corroborar la ubicación taxonómica 
a nivel familiar y eventualmente genérico de algunos de los aislamientos que presentaron cierto 
nivel de incertidumbre en su identificación con las regiones ITS, como fue el caso de los 
aislamientos V-9 y V-11. Es importante indicar que cuando se analizan los resultados de estas 
secuencias, se debe considerar que en los estudios micológicos es reconocida la limitación de los 
niveles de resolución taxonómica que brinda dicha región, dada la presencia de regiones 
altamente conservadas y el bajo número de dominios variables que ésta presenta (Zuluaga et al., 
2010). Los resultados del BLAST para las siete secuencias, asociaron a los hongos con los 
géneros de Ascomyectes (o sus estados imperfectos): Bipolaris sp., Diaporthe sp., Pyrenomyxa 
sp., Phomopsis sp. y Trichoderma sp. y con el género de Basidiomycetes Perenniporia sp.  
 
El análisis de parsimonia generó un dendrograma con seis clados principales, cuatro 
correspondientes a Ascomycetes o sus estados imperfectos y dos a Basidiomycetes, incluyendo el 
grupo externo Hemileia colombiana. Este dendrograma permitió realizar las siguientes 
asociaciones filogenéticas: el hongo V-15 se asocio con los géneros Trichoderma sp. y 
Gliocladium sp., estado imperfectos de la familia Hypocreaceae, confirmándose lo encontrado 
con las secuencias ITS. Los hongos V-14 y V-18 se asociaron con el estado imperfecto 
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Phomopsis sp., confirmándose lo encontrado con las secuencias ITS. Los aislamientos V-9 y V-
11 (mediante BLAST), estuvieron asociados con el género perfecto Pyrenomyxa sp., un miembro 
de la familia Xylariaceae. De esta forma fue posible avanzar en la identificación de dichos 
hongos, pues con el análisis de ITS sólo pudieron ser identificados a nivel familiar o de su forma 
imperfecta. El aislamiento V-16 nuevamente se presentó emparentado con el género imperfecto 
de los Pleosporales: Bipolaris sp. y finalmente el hongo V-17 se asocio con el grupo de los 
Agaromycetales, pero en esta ocasión no fue posible su definición a nivel genérico, básicamente 
por la ausencia de secuencias 28S en las bases de datos moleculares de Grammothele fuligo. El 
alineamiento final para este análisis alcanzó 1077 sitios, de los cuales 502 caracteres eran 
constantes, 100 variables pero no informativos y 475 informativos. La longitud del árbol 
filogenético con máxima parsimonia fue de 1188, con índices CI, RI y HI de 0,73, 0,93 y 0.26, 
respectivamente. Su enraizamiento se efectúo con base en secuencias del uredinal H. colombiana 
(Figura 11).  
 
Tabla 8. Identificación de hongos endófitos de Vainilla planifolia a partir de BLASTn para 
secuencias ITS del ADNr 
 
 
Aislamiento 
Homología 
en GenBank 
Número 
Accesión 
Tamaño del 
Fragmento (pb) 
 
Identidad 
 
Valor e 
V3 Phomopsis sp. EU002927.1 578 99 0.0 
V5 Phomopsis sp. EU002927.1 566 99 0.0 
V6 Phomopsis sp. EU002927.1 575 99 0.0 
V18 Phomopsis sp. EU002927.1 567 99 0.0 
V17 Grammothele fuligo HQ248224.1 562 99 0.0 
V11 Xylariaceae  JN418798.1 653 99 0.0 
V9 Hypoxylon sp. JF831496.1 670 90 0.0 
V14 Phomopsis sp. GU066696.1 577 99 0.0 
V15 Trichoderma spirale JF439515.1 594 99 0.0 
V16 Bipolaris sp. GU017499.1 551 99 0.0 
V12 Phoma sp. HQ630963.1 538 100 0.0 
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Figura 10. Árbol filogenético para secuencias ITS del ADNr mostrando relaciones entre hongos 
inoculados y hongos de referencia obtenidos de las bases de datos moleculares. 
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Tabla 9.  Identificación de hongos endófitos de Vainilla planifolia a partir de BLASTn para secuencias 28S del ADNr. 
 
 
Aislamiento 
Homología 
en GenBank 
Número 
Accesión 
Tamaño del 
Fragmento (pb) 
 
Identidad 
 
Valor e 
V18 Diaporthe angelicae AY196781.1 1006 99% 0.0 
V17 Perenniporia corticola HQ654108.1 1032 98% 0.0 
V11 Pyrenomyxa picea EF562506.1 694 71% 8e-111 
V9 Pyrenomyxa picea EF562506.1 1512 93% 0.0 
V14 Phomopsis sp. EU219393.1 996 100% 0.0 
V15 Trichoderma hamatum HM466686.1 989 99% 0.0 
V16 Bipolaris sp. GU017540.1 1019 99% 0.0 
 
Tabla 10. Matriz de identidad para ITS de hongos endófitos de Vainilla planifolia.  
 
  V-3 V-6 V-11 V-9 V-14 V-15 V-16 V-12 Pho Xyl Hyp Tri  Bip  Pho 
V-3 ID 1 0,625 0,52 0,903 0,683 0,594 0,592 0,98 0,611 0,613 0,682 0,598 0,592 
V-6 1 ID 0,625 0,52 0,903 0,683 0,594 0,592 0,98 0,611 0,613 0,682 0,598 0,592 
V-11 0,625 0,625 ID 0,764 0,623 0,595 0,545 0,543 0,612 0,976 0,976 0,591 0,55 0,543 
V-9 0,52 0,52 0,764 ID 0,523 0,492 0,443 0,435 0,527 0,778 0,765 0,489 0,441 0,435 
V-14 0,903 0,903 0,623 0,523 ID 0,666 0,583 0,592 0,887 0,608 0,615 0,664 0,588 0,592 
V-15 0,683 0,683 0,595 0,492 0,666 ID 0,524 0,525 0,668 0,581 0,586 0,996 0,528 0,525 
V-16 0,594 0,594 0,545 0,443 0,583 0,524 ID 0,785 0,589 0,535 0,54 0,523 0,994 0,785 
V-12 0,592 0,592 0,543 0,435 0,592 0,525 0,785 ID 0,58 0,529 0,536 0,523 0,79 1 
Pho 0,98 0,98 0,612 0,527 0,887 0,668 0,589 0,58 ID 0,621 0,605 0,67 0,586 0,58 
Xyl 0,611 0,611 0,976 0,778 0,608 0,581 0,535 0,529 0,621 ID 0,962 0,578 0,533 0,529 
Hyp  0,613 0,613 0,976 0,765 0,615 0,586 0,54 0,536 0,605 0,962 ID 0,583 0,541 0,536 
Tri 0,682 0,682 0,591 0,489 0,664 0,996 0,523 0,523 0,67 0,578 0,583 ID 0,527 0,523 
Bip 0,598 0,598 0,55 0,441 0,588 0,528 0,994 0,79 0,586 0,533 0,541 0,527 ID 0,79 
Pho 0,592 0,592 0,543 0,435 0,592 0,525 0,785 1 0,58 0,529 0,536 0,523 0,79 ID 
Notaciones: Pho: Phomopsis sp; Xyl: Xylariaceae; Hyp: Hypoxylon sp.; Tri: Trichoderma spirale; Bi: Bipolaris sp. Pho: Phoma sp.  
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Figura 11. Árbol filogenético para secuencias 28S del ADNr mostrando relaciones entre hongos 
inoculados y hongos de referencia obtenidos de las bases de datos moleculares.  
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V-3 Phomopsis sp. 
 
V-14 Phomopsis sp. 
 
V-5 Phomopsis sp. 
 
V-6 Phomopsis sp. 
 
V-12 Phoma sp. 
 
V-15 Trichoderma sp. 
 
V-16 Bipolaris sp.  V-11 Xylariaceae 
 
V-4 Indet. 
 
V-7 Indet 
 
V-8 Indet 
 
V-17 Grammothele fuligo 
 
V-10 Indet 
 
V-13 Indet 
 
P-18 Ceratobasidium 
 
I-2 Ceratobasidium 
 
 
P-20 Ceratobasidium 
 
P-19 Ceratobasidium 
 
 
Figura 12. Aspecto macroscópico de las colonias de algunos hongos aislados e inoculados en 
plantas de Vanilla planifolia y de hongos obtenido de Valadares 2011, de la forma-género 
Rhizoctonia (Ceratobasidium) 
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4.4.1 Caracterización morfológica de hongos.  
En términos generales los hongos aislados en el trabajo, se caracterizaron por producir 
principalmente micelio (Figura 12) durante las dos primeras semanas de cultivo y por la 
generación de estructuras de resistencia tipo esclerocios, cordones miceliales o estromas 
miceliales después de 20 días de incubación. De esta forma, con contadas excepciones (ej. 
Trichoderma sp.), no fue posible la obtención de esporas ni cuerpos fructíferos, lo que 
imposibilitó la identificación a nivel de especie de los aislamientos obtenidos. Esta situación era 
de esperarse dado que una característica frecuente en los hongos endófitos de plantas es su 
establecimiento y colonización de los tejidos a partir de su estado somático (hifal) y la 
producción sólo de forma excepcional de esporas de origen sexual o asexual. En la Figura 13 se 
presenta una vista general del crecimiento de los hongos empleados en la investigación, 
destacándose el hecho que aún entre aislamientos identificados en el mismo género (ej. 
Phomopsis) existe gran diversidad en características de sus colonias como el color, márgenes, 
consistencia del micelio y desarrollo radial. 
 
A partir de las observaciones bajo el microscopio de las estructuras de los hongos desarrolladas 
en los medios de cultivo después de 20 días de incubación, se encontró fundamentalmente la 
presencia de micelio en diferentes estados de desarrollo, es decir diferencias en pigmentación, 
niveles de septación y grados de compactación. De esta forma, en varios hongos se apreciaron 
primordios de esclerocios, presencia de clamidosporas y exudados de colores oscuros. En la 
Figura 13 se presenta una sucesión de microfotografías de las principales estructuras observadas 
en los hongos bajo evaluación y una breve descripción de sus características. 
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100X 
 
400X 
V-7: Micelio y estromas 
miceliales 
Indeterminado 
 
100X 
 
400X 
V-9: Micelio dematiaceo 
septado con clamidosporas 
intercaladas y 
phaeodidimospora terminal 
Xylariaceae 
 
400X 
 
40X 
V-4: Micelio dematiaceo 
con estructuras estromáticas 
compactas. 
Indeterminado 
 
400X 
 
400X 
V-11: Micelio dematiáceo 
septado con 
phaeoamerosimpodulosporas 
blásticas  
Xylariaceae 
 
100X  400X 
V-16: Micelio dematiáceo 
septado y primordios de 
esclerocios 
Bipolaris sp.  
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400X 
 
400X 
V-15: Micelio hialino 
septado con presencia de 
fiálides a partir de 
conidiofóros usualmente 
trifurcados y con producción 
de amerosporas de color 
verde formando masas de 
esporas cilíndricas y 
circulares  
Trichoderma sp. 
 
400X 
 
400X 
 
400X 
 
100X 
V-17: Micelio hialino a 
verde, con primordios de 
conexiones en clamp 
Grammothele fuligo  
 
100X 
 
400X 
V-8: Micelio hialino a verde, 
con presencia de pocas 
conidias doliiformes de 
color verde 
Indeterminado 
 
400X 
 
100X 
V-10:  Micelio  hialino 
septado con presencia de 
cordones micelilaes 
Indeterminado 
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400X 
 
100X 
V-12: Micelio hialino 
septado con cicatricez 
superficiales y 
ramificaciones peniceladas 
en formación 
Phoma sp. 
 
100X 
 
400X 
P-18: Micelio septado con 
formación de primordios de 
esclerocios fuertemente 
melanizados. 
Ceratobasidium 
   
 
Figura 13. Características morfológicas de hongos endófitos obtenidos en plantas de vainilla e 
inoculados en experimento de crecimiento. 
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5. Discusión 
 
5.1 Banco de endófitos 
Los hongos endófitos forman con sus hospederos relaciones simbióticas complejas, y en la 
actualidad existe un gran número de interrogantes acerca del funcionamiento de esta simbiosis. 
Las micorrizas en orquídeas es uno de los temas principales en la investigación sobre la biología 
de estas plantas, ya que juega un papel crucial para la germinación y la supervivencia de las 
plantas, además de ser una herramienta en la conservación de especies amenazadas (Yuan et al., 
2009; Arditti, 1992; Batty, 2002).  
 
Estudios han demostrado que la diversidad endófitica de hongos incrementa con el número de 
muestras y decrece con un número pequeño. Así mismo, se ha revelado que la aparición de 
hongos endófitos en las raíces, es más abundante que aquellos hongos que forman micorriza 
(Yuan et al., 2009). Estudios de micorrizas en orquídeas y endófitos son raramente  reportados 
con un número más allá de una raíz por planta. Posiblemente en este trabajo se subestimó la real 
diversidad fúngica por el número pequeño de muestras (1-3 plantas por sitio), comparados con 
los reportados por Bayman et al., (1997) y Yuan et al., (2009). Sumado esto, el uso de medios 
generales como el usado en este experimento PDA, podría atenuar la diversidad presente debido a 
la dificultad de ciertos hongos a crecer en esta fuente de carbono (Bayman et al., 1997). La 
adición de vitaminas, extractos vegetales u otros aditivos, parece no estimular el crecimiento de 
estos hongos asociados a las raíces de orquídeas, al parecer, estos hongos tiene necesidades 
nutricionales desconocidas, que hasta el momento no se han tenido en cuenta (Bayman et al., 
2011).  
 
La capacidad de sobrevivencia y las tasas de crecimiento de los hongos evaluados, indican la 
posibilidad de degradación de lignina y celulosa constituyentes principales de las paredes 
celulares vegetales. Debido a los sustratos usados para el cultivo de la Vanilla principalmente 
trozos de madera, hojarasca, residuos de podas etc. indica la capacidad de estos hongos para 
producir enzimas capaces de desdoblar estos compuestos, y poner en la solución del suelo 
nutrientes fácilmente asimilables disponibles para las plantas. Esto se vio reflejado posiblemente 
en la vigorosidad de plantas al momento de la cosecha, además cabe resaltar que solo fueron 
fertilizadas el primer mes luego de la siembra, transcurrido este tiempo, las plantas estuvieran 
bajo solo agua de riego, demostrando que a través de los hongos formadores de micorriza o los 
endófitos asociados y sumado a la capacidad fotosintética las plantas obtuvieron todos los 
nutrientes requeridos para su óptimo desarrollo.   
 
5.2 Crecimiento de plantas de Vanilla planifolia  
Recientemente, un grupo importante como son los endófitos asociados a todos los órganos de las 
plantas, descartando los formadores de micorrizas, han ganado cada vez mayor interés debido a 
su múltiples funciones ecológicas (Brundrett 2006; Bayman & Otero, 2006 Yuan et al., 2009;). 
No obstante, la mayoría de éstos informes sólo se centra en la identificación de los hongos y poco 
es explorado sobre los posibles efectos en las orquídeas y el papel que juegan en procesos de 
nutrición, defensa contra patógenos, o procesos adaptativos a factores generadores de estrés 
(Gamboa-Gaitán, 2006). Por lo tanto, se puede plantear la hipótesis donde hongos endófitos 
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habitantes en las raíces de orquídeas puede funcionar de forma similar como en plantas más 
exploradas (Yuan et al., 2009). 
 
Los hongos usados en el experimento (I-1, I-2, P-17, P-18, P-19 y P-20) obtenido de Valadares 
2009, pertenecen al grupo Ceratobasidium sp. del género-forma Rhizoctonia reportados como 
hongos endófitos formadores de micorriza en orquídeas en Australia (Warcup & Talbot 1967, 
Otero et al. 2011), Escocia (Warcup & Talbot 1967) Puerto Rico (Otero et al 2002, 2004, 2005, 
2007; Porras-Alfaro & Bayman 2007), y Colombia (Mosquera-Espinosa et al., 2010). Entre estos 
6 hongos, conocidos como patógeno en pastos y cereales (Otero et al., 2002, Valadares 2009) 
solo resulto ser estadísticaamente significativo en la variable de longitud de la planta el aislado P-
18 con un valor promedio de 34.25 cm. En contraste, el restante de los aislados no resultaron ser 
significativo en ninguna de las demás variables de biomasa (Figura 3). Esto puede indicar que el 
restante de los hongos, aunque colonizan las raíces, el aporte de nutrientes no es lo suficiente para 
aumentar las tasas de crecimiento, o que para estas etapas de edad de la planta, la asociación no 
es fundamental como lo es en la germinación de semillas, siendo facultativa para etapas donde ya 
es fotosintéticamente activa (Porras-Alfaro & Bayman 2007).   
 
En las demás variables de biomasas como longitud de la planta los mejores tratamientos fueron 
V-13 y V-11 comparados con el control. Para V-13 no fue posible la identificación molecular 
debido a constantes contaminaciones en el momento de la extracción de DNA, para V-11 se 
obtuvo que es un miembro de la familia Xylariaceae reportado por Bayman et al., 1997, Chen et 
al., 2011a, Chen et al., 2011b, Xing et al., 2011, Yuan et al., 2009 como endófito en orquídeas 
aislado principalmente de hojas y raíz. Para la variable de longitud de raíces y masa de raíces el 
aislado V-9 se encontró dentro de los 3 mejores tratamientos también miembro de la familia 
Xylariaceae. Esta familia se caracteriza por poseer organismos comúnmente saprofitos y 
endófitos de orquídeas como Lephantes, Dendrobium, Sobralia, Maxillaria, Psychilis y 
Epidendrum (Bayman & Otero, 2006) al igual que de otras plantas como en Guarea guidonia 
Meliaceae (Gamboa-Gaitán & Bayman 2001) entre otras (Davis et al., 2003). Así mismo, son 
habitantes comunes de la madera y de sustratos en descomposición (Whalley 1996) 
contribuyendo a la degradación de materia orgánica y poniendo en la solución del suelo 
nutrientres fácilmente asimilables para las plantas. Estudios in vitro han demostrado que tanto 
Xylaria como especies del género Hypoxilon son capaces de producir enzimas como calasas, 
celulasas, celulobio-hidrolasas y celulo-deshidrogenasa capaces de degradar la celulosa y lignina 
(Whalley 1996, Pointing et al., 2003).  
 
Estudios han demostrado que especies de la familia Xylariaceae, pueden proporcionar beneficios 
viviendo como endófito. La aplicación de inóculos que contengan algunos endófitos incluyendo 
organismo del género Xylaria limita de manera efectiva daños causados por patógenos en 
Theobroma cacao (Yuan et al., 2009). Otros estudios han demostrado y caracterizado variados 
metabolitos secundarios, algunos hasta ahora por primera vez descubiertos entre los que se 
incluyen antimicóticos y compuestos antibióticos controladores de patógenos de plantas y de 
humanos (Davis et al., 2003). Whalley & Edward 1998, han caracterizado la presencia de estos 
compuestos como una característica sistemática proporcionando un reconocimiento genérico y 
hasta específico. Entre los principales metabolitos se encuentran: dihidroisocumarinas y 
derivados, ácido succínico y derivados, alcoholes sesquiterpenos, butirolactonas, citocalasinas, 
derivados del naftaleno y ácidos grasos de cadenas largas.  
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Para este estudio, el aislamiento de organismos de esta familia refleja el papel que cumplen en la 
descomposición del compost como sustrato típico en el que se encuentran las raíces de vainilla, 
así mismo, la inoculación de organismos de este grupo pueden no solo favorecer a la planta en las 
disponibilidad de nutrientes en el sustrato si no también, quizás la secreción de enzima o 
metabolitos secundario que puedan evitar o bio-controlar patógenos mejorando el desempeño de 
las plantas bajo condiciones de cultivo.   
 
Los tratamientos que no presentaron comportamiento sobresaliente en ninguna de las variables 
corresponden a los grupos Phomopsis (V-3, V-6, V-5 y V-14), Bipolaris (V-16) y Trichoderma 
(V-15) endófitos anteriormente reportados para orquídeas en los géneros Dendrobium (Chen et 
al., 2011), Stelis, Lepanthes, Maxillaria, Epidendrum (Bayman & Otero, 2006) y Odontoglossum 
(Singh et al., 2011).  
 
Para el género Phomopsis endófito de muchos grupos de plantas tropicales (Gamboa-Gaitán, 
2006), y habitante de madera en descomposición (Suryanarayanan, 2011), se han identificado a 
partir de aislamiento de la orquídea Odontoglossum, compuestos orgánicos volátiles que 
muestran grados de inhibición en el crecimiento de hongos patógenos como oomicetes, 
ascomicetes y deuteromicetes tales como Sclerotinia scletotiorum, Pythium ultimum, Aspergillus 
fumigatus, Rhizoctonia solani y Geotrichum candidum funcionando de esta forma como anti-
fúngicos (Singh et al., 2011). 
  
Para el género Phoma (V-12) representado solo por una especie en este estudio, se destacó en la 
variable longitud y masa de raíces. Este grupo reportado para Epidendrum (Bayman & Otero, 
2006) y Dendrobium (Xing et al., 2011) y como endófito en otras plantas (Rodríguez et al., 2009) 
se han identificado compuestos derivados del pyrenophorol con una fuerte actividad antibacterial 
en E. coli, Bacillus megaterium y Mycrobotrym violaceum  y antifúngica además de ser un 
habitante típico de los suelos (Che et al., 2010, Rodríguez et al., 2009, Tejesvi  & Pirttilä, 2011), 
indicando que no ofrece ningún beneficio la inoculación de este hongo en cuanto al crecimiento 
de plantas de vainilla, pero con un efecto significativo sobre las raíces, mejorando quizás la 
sanidad y la elongación de la raíces.     
 
Para la especie Trichoderma (V-15) comúnmente reportado como saprofito del suelo, se ha 
descrito como oportunista, simbionte avirulento de plantas y endófito. Algunas características 
beneficiosas atribuidas a algunas especies del género Trichoderma incluyen resistencia a 
enfermedades inducidas, promoción del crecimiento y tolerancia al estrés hídrico (Bailey et al., 
2011). Sin embargo, para efectos de este trabajo la inoculación de este hongo no arrojo resultados 
sobresalientes en ninguna de las variables, en contraposición se ubicó por debajo del tratamiento 
control, en las variables de biomasas aérea y longitud de raíces y muy cerca del control en la 
variable altura de la planta.  
 
A pesar de los reportes, sobre la posibilidad de algunos hongos inoculados como potenciales 
patógenos, las plántulas de vainilla en este experimento nunca presentaron sintomatología de 
daños en ninguno de sus órganos (raíces, tallo u hojas) probablemente porque para este caso, los 
hongos inoculados funcionaron como agentes descomponedores del sustrato compost o además, 
que estos hongos patógenos pueden funcionar como agentes latentes durante largos periodos 
como ha sido observado para otras plantas (Schulz & Boyle, 2006). Sin embargo, la diferencia 
entre un endófito y un patógeno aún no esta bien clara, y una mutación, o un cambio en el 
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ambiente puede convertir un patógeno en un endófito no patógeno o viceversa (Ovando et al,. 
2005). 
 
 
5.3 Asociación micorrizal  
Los resultados indican que en la micorriza para plantas de vainilla inoculadas con hongos del 
género-forma Rhizoctonia no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. Sin 
embargo, si existen diferencias entre las zonas apicales, media y basal siendo la zona con mayor 
colonización la zona media, seguida de la zona basal y por último la zona apical 37, 30 y 6% 
respectivamente.  
 
Posiblemente, no se observaron diferencias en cuanto a los porcentajes de colonización entre 
tratamientos, debido a la procedencia de las plantas, las cuales vienen de esquejes y bajo 
condiciones de invernadero sin controlar. Debido a esto, las raíces de las plantas ya contenían 
hongos formadores de micorriza, y no esta claro si la colonización de los hongos inoculados fue 
posible. Sin embargo, los controles funcionaron en este experimento como unidades 
comparativas en cuanto a plantas inoculadas y no inoculadas, a pesar de  la preexistencia de otro 
tipo de microorganismo asociado, pues se pretendió observar el desempeño de las plantas ante 
aplicación de agentes externos, inóculos, ya sea de hongos endófitos u hongos formadores de 
micorriza orquideoide. 
 
Los resultados en las diferencias en las zonas de colonización, contradicen los encontrado por 
Matsuda et al., (2009) quienes encontraron en la parte apical para Cephalantera falcata y C. 
erecta tenía una colonización de aprox 100% y para la zona basal y media una colonización  de 
0%. Sin embargo, dentro de cada zona evaluada la variabilidad de colonización era alta, 
indicando que no hay patrones de colonización y esta se presenta de forma irregular a través de la 
raíz.  
 
Otra posible explicación de fluctuaciones en la ocurrencia de hongo micorrizal se puede presentar 
por eventos climáticos, tales como los periodos de lluvia o de sequía. Rassmussen & Whigham, 
(2002), observaron un aumento en la colonización de Galearis spectabilis en primavera y en la 
segunda mitad del otoño, además Masuhara et al., 1988, encontraron una relación entre la 
humedad y la micorrización para Bletilla striata, aun así, las condiciones bajo las que se 
mantuvieron las plantas de vainilla no permitía periodos de sequía debido a un riego frecuente, 
pero sí periodos de alta precipitación (fenómeno de la niño-niña 2010-2011).  
 
Muchas plantas como en este caso las orquídeas con actividad fotosintética obtienen beneficios 
en términos de un mejor acceso a los nutrientes gracias a la asociación con hongos hospederos. 
Esta fuente de nutrientes resulta de la exploración que puede realizar el micelio externo de una 
micorriza que une hongos del suelo con raíces de cerca 90% de plantas. En una micorriza típica, 
el hongo provee a la planta de recursos minerales, que son captados por el micelio externo y en 
donde el hongo recibe fotosintatos como recompensa. Ahora bien, en muchas orquídeas con 
actividad fotosintética, se ha observado que reciben cantidades variables de carbono (Selosse & 
Roy 2003), fósforo (Cameron et al., 2007) y nitrógeno (Cameron et al., 2006) de su hongo 
micorrizal.  Una dependencia mayor de las plantas hacia la formación de micorriza puede ocurrir 
en ambientes poco luminosos (Matsuda et al., 2009; Bidartondo et al., 2004). Las condiciones 
lumínicas pueden afectar el balance de interacciones entre las orquídeas y los hongos asociados, 
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así mismo, como los patrones de adquisición de nutrientes (Matsuda, et al., 2009)  Una 
iluminación de 9-11% aprox. condiciones bajo las cuales las plantas de vainilla estuvieron 
cultivadas, podría dar explicación a la frecuencia de micorrización encontrada (37% parte media). 
 
En la micorriza orquideoide, la colonización de hifas del hongo en células de la raíz y finalmente 
la lisis de estos pelotones, es una clara evidencia que puede ser interpretada como la movilización 
de nutrientes, aunque una transferencia directa a través de la membrana también puede ser un 
mecanismo posible (Smith & Read 1997). En la evaluación de la micorriza se pudieron observar 
tanto pelotones en formación como en degradación (Figura 7).  
 
Los análisis nutricionales no arrojaron indicios de una deficiencia en ningunos de los nutrientes, 
comparados con lo presentados como valores de referencia en otras plantas y los presentados para 
otras orquídeas. Sin embargo, pocos son los estudios que muestran valores guía para el género 
vainilla, pero se sabe que los orquídeas tienen requerimientos similares a otras plantas, excepto 
que las deficiencias de cualquier nutrientes solo se refleja largo tiempo después. Hew & Yong 
2004, reporta que por ejemplo para Vanilla las deficiencias en nitrógeno (N) aparecen a las tres 
semanas, mientras que las de fósforo (P) y potasio (K), aparecen solo después de más de 3 meses. 
Este lento desarrollo de deficiencias esta relacionada a la notable capacidad de removilizar 
minerales de hojas viejas y otros órganos de reserva para satisfacer el crecimiento de nuevos 
órganos. 
 
Un indicativo de la continua dependencia por los hongos es que las orquídeas terrestres poseen 
pocas raíces y muy poco ramificadas además de ser gruesas (3-5 mm diámetro), debido a una 
corteza muy desarrollada (Rasmussen, 1995). Estas características proporcionan al sistema 
radical con una superficie de contacto pequeña, que generalmente no se consideran favorables 
para toma de agua y la absorción de iones, pero en contraste poseen un gran volumen de tejido 
potencialmente micótrofo (Rasmussen & Whigham, 2002). 
 
La aparición en la anatomía de las raíces de orquídeas de un tejido conductivo apoya la hipótesis 
de que el floema está implicado en la translocación de los productos generados a partir de la lisis 
de los pelotones o de absorción de nutrientes por parte de hongos asociados a las raíces 
(Rasmussen, 1995). Además, Rasmussen & Whigham, (2002)  proponen que los productos 
generados a partir de la fotosíntesis y lisis de pelotones deben ser separados en el tiempo, en 
ciclos anuales o diurnas, en lugar de que los dos procesos deben ir en forma simultánea.  
 
Porras-Alfaro & Bayman (2007) observaron plantas adultas de Vanilla con ausencia de raíces 
terrestres indicado que las plantas son facultativas para dicha asociación, sin embargo, para este 
experimento debido a las condiciones de cultivo bajo invernaderos de techo-sombra en las que se 
manejo el experimento siempre se observaron raíces terrestres y raíces que se dirigen hacia el 
sustrato. 
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6. Conclusiones 
 
Se demostró en este estudio la diversidad de hongos endófitos asociados a las raíces de 
vainilla, muchos de ellos reportados como patógenos, descomponedores de materia 
orgánica o simplemente como hospederos de las plantas. Así mismo, se muestra el papel 
ecológico que cumplen estos hongos endófitos y habitante del suelo y su importancia en la 
degradación de sustratos como hojarasca, trozos de madera, en la solubilización de la 
lignina y celulosa, contribuyendo a la disponibilidad de nutrientes fácilmente asimilables 
por las plantas. 
 
Las tasas de crecimiento de las plantas de vainilla se vieron estimuladas por muy pocos 
hongos en este estudio, es posible que aquellos hongos formadores de micorriza, aunque sí 
tengan un aporte sobre el crecimiento, la actividad fotosintética sea la característica más 
importante, sumado a los rasgos genotípicos. También cabe resaltar que las plantas de 
vainilla se ven íntimamente influenciadas por las condiciones ambientales (Temperatura, 
Luz-Sombra, etc.) patrones que determinan en gran medida el crecimiento de estas plantas, 
además las características del material vegetal son determinantes para que los procesos de 
crecimiento se lleven satisfactoriamente.   
 
La asociación con hongos endófitos, proporciona a la planta una serie de beneficios. Los 
factores en los que ésta asociación puede contribuir son: la secreción de metabolitos 
secundarios, fitohormonas y nutrientes, compuestos bioactivos que pueden ser de utilidad 
en la agricultura, pues, ofrece ventajas que contribuyen a mejoras en el crecimiento, 
resistencia inducida, tolerancia al estrés, protección contra ataques de patógenos o 
depredadores. De esta forma, la comprobación en la efectividad de estas asociaciones, 
puede generar herramientas como el uso de bio-inóculos compuestos para minimizar el uso 
de insumos químicos en el control de enfermedades, dando la posibilidad de un 
acercamiento a un cultivo orgánico, valor agregado para el cultivo de vainilla.   
 
El conocimiento de las asociaciones que se presentan con microorganismos del suelo y el 
papel que estos desempeñan, puede generar conocimiento y herramientas innovadoras para 
la implementación de paquetes tecnológicos en el cultivo de la vainilla, sabiendo el 
potencial que posee esta planta para el mercado mundial.  
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7. Recomendaciones 
 
Para posteriores investigación en endófitos de vainilla se plantea la necesidad de determinar 
los efectos fisiológicos y consecuencias de la eficiencia de estos sobre sus hospederos, así 
mismos, la interacción que se presenta con otros organismos endófitos y/o asociados a las 
plantas. De esta forma, se pueden determinar el potencial de estos hongos en el control de 
patógenos (fungicidas y bactericidas), resistencia al estrés, adquisición de nutrientes etc, 
haciendo más competitivo los cultivos.   
 
Se recomienda para próximos trabajos donde se requiera observar los efectos de 
microorganismos en una ámbito más estricto, el uso de plantas limpias libres de 
microorganismos asociados, en este caso plantas obtenidas a partir de cultivos in vitro, para 
que durante el crecimiento de las plantas se observe el real efecto de la asociación y no 
posibles interacciones que se presenten con organismos ya previamente establecidos.   
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Anexo 1. 
Árbol filogenético del grupo Rhizoctonia mostrando relación de aislamiento ensayados en 
experimento de crecimiento de plantas de Vanilla planifolia 
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Anexo 2. 
 
Comprobación de supuestos y ANOVA para 19 tratamientos  
 
Variable N    
(r*tto) 
gl Transforma
ción 
Normalidad 
(α=0.05) 
Homocedasticidad 
(Levene α=0.05) 
Bartlett (Pr > 
ChiSq) 
Prueba  
F 
Masa aérea 
seca (g) 
4*19 75  Kolmogorov-Smirnov    D       
0.09483404    
Pr > D        0.089                                                       
Bartlett=0.1569 0.0431 
Altura de la 
planta (cm) 
4*19 75  Kolmogorov-Smirnov    D       
0.05366654    
Pr > D       >0.150                                                          
Bartlett= 0.4115                                                   0.0002
Area foliar 
(cm2) 
4*19 75  Kolmogorov-Smirnov    D       
0.09433151    
Pr > D        0.092                                                          
Bartlett= 0.1259 0.1148 
Masa raíces 
(g) 
4*19 75  Kolmogorov-Smirnov    D       
0.06624811   
Pr > D       >0.150                                                          
Bartlett= 0.4014 0.0173 
Longitud 
raíces (cm) 
4*19 75  Kolmogorov-Smirnov    D       
0.08527298    
Pr > D       >0.150                                                          
Bartlett= 0.2968 0.0213 
Colonización 
raíces (%)  
4*19 75 ARCSIN[(X
)½]    
Kolmogorov-Smirnov    D       
0.05990379    
Pr > D       >0.150                                                          
Bartlett= 0.3027 0.2547 
 
 
Masas aérea (g) 
 
                        Tests de bondad de ajuste para la distribución Normal                                                            
                                                                                                                                         
                    Test                  ---Estadístico----   ------P-valor------                                                       
                                                                                                                                         
                    Kolmogorov-Smirnov    D       0.09483404   Pr > D        0.089                                                       
 
                        Test de Levene para homogeneidad de la varianza MA__g_                                                           
                      ANOVA de las desviaciones cuadradas de las medias de grupo                                                         
                                                                                                                                         
                                                                     Cuadrado                                                                            
                                                   Suma de       de la                                                                            
                    Fuente        DF    cuadrados       media    F-Valor    Pr > F                                                       
                                                                                                                                         
                    F3             18       7.4430       0.4135            1.75    0.0569                                                       
                    Error         57      13.4817      0.2365                                                                            
 
Procedimiento ANOVA                                                                             
                                                                                                                                         
Variable dependiente: MA__g_ MA (g)                                                                                                      
                                                                                                                                         
                                                        Suma de     Cuadrado de                                                                  
         Fuente                      DF       cuadrados        la media         F-Valor    Pr > F                                             
        Modelo                      18     12.46086018      0.69227001       1.83      0.0431                                             
        Error                          57     21.52309650      0.37759818                                                                  
        Total corregido          75     33.98395668                                                                                  
 
                        R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE    MA__g_ Media                                                           
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                          0.366669      26.68369      0.614490        2.302868                                                           
                                                                                                                                         
t Tests (LSD) para MA__g_ 
 
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.                                                      
 
                              t Agrupamiento         Media      N    F3                                                              
                                                                                                                                         
                                               A              3.1383      4    10                                                              
                                B            A               2.8600      4    13                                                              
                                B            A               2.8325      4    2                                                               
                                B            A    C        2.7708      4    18                                                              
                                B     D    A    C        2.6255      4    4                                                               
                                B     D    A    C        2.6253      4    12                                                              
                           E   B    D    A    C        2.4005      4    9                                                               
                           E   B    D    A    C        2.3995      4    3                                                               
                           E   B    D    A    C        2.3477      4    11                                                              
                           E   B    D           C        2.2680      4    20                                                              
                           E   B    D           C        2.1463      4    14                                                              
                           E   B    D           C        2.1345      4    6                                                               
                           E   B    D           C        2.0298      4    19                                                              
                           E   B    D           C        2.0083      4    17                                                              
                           E         D            C        1.9553      4    16                                                              
                           E         D            C        1.9145      4    8                                                               
                           E         D                       1.8903      4    0                                                               
                           E                                   1.7465      4    15                                                              
                           E                                   1.6613      4    1 
 
 
Altura de la planta (cm) 
 
                     Tests de bondad de ajuste para la distribución Normal                                                               
                                                                                                                                         
                 Test                  ---Estadístico----   ------P-valor------                                                          
                                                                                                                                         
                 Kolmogorov-Smirnov    D       0.05366654   Pr > D       >0.150                                                          
 
                                      Procedimiento ANOVA                                                                                
Variable dependiente: Altura_(cm) 
                                                                                                                                         
                                                    Suma de       Cuadrado de                                                                     
      Fuente                      DF       cuadrados        la media         F-Valor    Pr > F                                                
     Modelo                      18     4528.605263      251.589181       3.37    0.0002                                                
        Error                       57     4257.750000       74.697368                                                                     
  Total corregido             75     8786.355263                                                                                     
 
                    R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE    Altura_(cm) Media                                                              
                      0.515413      34.44416      8.642764         25.09211                                                              
 
                  Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza Altura_(cm)                                                           
                                                                                                                                         
                         Fuente        DF    Chi-cuadrado    Pr > ChiSq                                                                  
                         TTO            18         18.6840        0.4115   
 
                                   t Tests (LSD) para Altura_(cm)                                                                            
 
                Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.                                                          
 
                           t Agrupamiento              Media      N    TTO                                                               
                                                                                                                                         
                                           A                   39.250      4    13                                                               
                          B              A                    34.750      4    11                                                               
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                          B              A                    34.250      4    18                                                               
                          B              A                    34.000      4    2                                                                
                          B              A    C              32.500      4    10                                                               
                          B    D       A    C              30.500      4    6                                                                
                          B    D       A    C              30.250      4    9                                                                
                     E   B    D       A    C              29.250      4    3                                                                
                     E   B    D    F       C               25.250      4    12                                                               
                     E   B    D    F       C    G        24.750      4    4                                                                
                     E   B    D    F       C    G        23.500      4    8                                                                
                     E         D    F        C    G        21.250      4    17                                                               
                     E         D    F               G        20.250      4    16                                                               
                     E         D    F               G        20.000      4    20                                                               
                     E                F               G        17.250      4    14                                                               
                                       F               G        15.750      4    19                                                               
                                       F               G        15.750      4    15                                                               
                                       F               G        15.500      4    0                                                                
                                                        G        12.750      4    1 
 
Masa raíces (g) 
 
                     Tests de bondad de ajuste para la distribución Normal                                                               
                                                                                                                                         
                 Test                  ---Estadístico----   ------P-valor------                                                          
                                                                                                                                         
                 Kolmogorov-Smirnov    D       0.06624811   Pr > D       >0.150                                                          
 
                   Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza MR__g_                                                           
                                                                                                                                         
                         Fuente        DF    Chi-cuadrado    Pr > ChiSq                                                                  
                         F3            18         18.8452        0.4014                                                                  
 
                                      Procedimiento ANOVA                                                                                
                                                                                                                                         
Variable dependiente: MR__g_ MR (g)                                                                                                      
                                                                                                                                         
                                                     Suma de     Cuadrado de                                                                     
      Fuente                      DF       cuadrados        la media        F-Valor    Pr > F                                                
     Modelo                      18      1.06347918      0.05908218       2.11    0.0173                                                
        Error                       57      1.59822475      0.02803903                                                                     
  Total corregido             75      2.66170393                                                                                     
 
                     R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE    MR__g_ Media                                                              
                       0.399548      42.00724      0.167449        0.398618                                                              
 
                                   t Tests (LSD) para MR__g_                                                                             
 
                Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.                                                          
 
                           t Agrupamiento          Media      N    F3                                                                    
                                                                                                                                         
                                     A              0.6480      4    12                                                                    
                                     A              0.6400      4    10                                                                    
                          B         A              0.4908      4    9                                                                     
                          B         A    C       0.4758      4    4                                                                     
                          B         A    C       0.4730      4    18                                                                    
                          B         A    C       0.4653      4    13                                                                    
                          B    D   A    C      0.4560      4    2                                                                     
                          B    D   A    C      0.4478      4    8                                                                     
                          B    D   A    C      0.4160      4    20                                                                    
                          B    D          C      0.3973      4    3                                                                     
                          B    D          C      0.3708      4    17                                                                    
                          B    D          C      0.3675      4    6                                                                     
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                          B    D          C      0.3238      4    11                                                                    
                          B    D          C      0.2960      4    14                                                                    
                          B    D          C      0.2920      4    16                                                                    
                          B    D          C      0.2743      4    15                                                                    
                          B    D          C      0.2643      4    1                                                                     
                                D          C      0.2530      4    0                                                                     
                                D                   0.2225      4    19 
 
Longitud raíces  (cm) 
 
                     Tests de bondad de ajuste para la distribución Normal                                                               
                                                                                                                                         
                 Test                  ---Estadístico----   ------P-valor------                                                          
                                                                                                                                         
                 Kolmogorov-Smirnov    D       0.08527298   Pr > D       >0.150                                                          
 
                  Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza LR__cm_                                                           
                                                                                                                                         
                         Fuente        DF    Chi-cuadrado    Pr > ChiSq                                                                  
                         F3            18         20.6622             0.2968                                                                  
 
                                      Procedimiento ANOVA                                                                                
                                                                                                                                         
Variable dependiente: LR__cm_ LR (cm)                                                                                                    
                                                                                                                                         
                                                    Suma de     Cuadrado de                                                                     
      Fuente                      DF       cuadrados        la media        F-Valor    Pr > F                                                
      Modelo                      18     110843.9392       6157.9966       2.05    0.0213                                                
         Error                       57     171631.7075       3011.0826                                                                     
   Total corregido             75     282475.6467                                                                                     
                                                                                                                                         
 
                                   t Tests (LSD) para LR__cm_                                                                            
 
                Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.                                                          
 
                           t Agrupamiento          Media      N    F3                                                                    
                                                                                                                                         
                                      A               221.98      4    10                                                                    
                          B         A               210.38      4    12                                                                    
                          B         A               187.85      4    9                                                                     
                          B         A    C        163.15      4    13                                                                    
                          B         A    C        161.30      4    2                                                                     
                          B         A    C        155.90      4    8                                                                     
                          B    D  A    C        153.88      4    20                                                                    
                          B    D  A    C        150.35      4    18                                                                    
                          B    D         C        142.48      4    3                                                                     
                          B    D         C        142.05      4    17                                                                    
                          B    D         C        138.65      4    4                                                                     
                          B    D         C        133.28      4    6                                                                     
                                D         C        109.55      4    0                                                                     
                                D         C        106.88      4    11                                                                    
                                D         C        102.60      4    1                                                                     
                                D         C        100.18      4    15                                                                    
                                D         C        100.03      4    16                                                                    
                                D         C         98.90      4    14                                                                    
                                D                     77.93      4    19 
 
 
 
 
 63 
Área Foliar (cm2) 
 
                     Tests de bondad de ajuste para la distribución Normal                                                               
                                                                                                                                         
                 Test                  ---Estadístico----   ------P-valor------                                                          
                                                                                                                                         
                 Kolmogorov-Smirnov    D       0.09433151   Pr > D        0.092                                                          
 
                                      Procedimiento ANOVA                                                                                
                                                                                                                                         
Variable dependiente: AF__cm2_ AF (cm2)                                                                                                  
                                                                                                                                         
                                                     Suma de     Cuadrado de                                                                     
      Fuente                      DF       cuadrados        la media        F-Valor    Pr > F  
                                               
     Modelo                      18      85759.5753       4764.4209       1.53    0.1148                                                
        Error                       57     177992.4967       3122.6754                                                                     
  Total corregido             75     263752.0720                                                                                     
 
                    R-cuadrado      Coef Var      Raíz MSE    AF__cm2_ Media                                                             
                      0.325152      33.27229      55.88090          167.9503                                                             
                                                                                                                                         
                  Test de Bartlett para la homogeneidad de la varianza AF__cm2_                                                          
                                                                                                                                         
                         Fuente        DF    Chi-cuadrado    Pr > ChiSq                                                                  
                         F3            18         24.9654        0.1259          
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Anexo 3.  
Análisis foliares completo para 19 tratamientos  
 
  Porcentaje de peso seco mg/Kg de peso seco 
TTO N  P K Ca Mg Fe Mn Zn Cu Vol. Titulaci 
Control 1,848 0,071 6,140 3,675 0,412 73,500 61,000 21,775 2,100 6,6 
I-1 2,100 0,085 5,705 3,953 0,397 94,250 54,750 28,450 6,725 7,5 
I-2 2,016 0,080 4,565 4,655 0,425 88,000 53,250 19,375 3,500 7,2 
V-3 1,708 0,074 6,453 2,483 0,367 84,500 50,500 23,300 4,950 6,1 
V-4 1,764 0,076 4,665 0,650 0,365 69,000 47,000 18,600 12,525 6,3 
V-5 1,820 0,075 3,530 2,905 0,222 71,000 56,750 25,700 4,550 6,5 
V-6 1,680 0,077 5,168 3,520 0,474 88,250 56,000 25,250 4,525 6,0 
V-7 1,820 0,072 2,913 1,515 0,202 109,500 87,250 24,650 5,100 6,5 
V-8 1,680 0,077 4,413 2,715 0,386 83,500 56,250 25,725 4,700 6,0 
V-9 2,044 0,077 2,620 5,143 0,387 90,500 62,250 27,550 6,900 7,3 
V-10 1,484 0,077 4,598 3,815 0,382 53,250 51,750 20,725 4,225 5,3 
V-11 1,904 0,080 3,883 2,218 0,252 48,250 45,750 18,200 2,500 6,8 
V-12 1,904 0,082 3,703 3,983 0,358 74,250 68,500 23,300 10,800 6,8 
V-13 1,876 0,080 4,333 2,605 0,425 88,750 50,000 20,250 4,775 6,7 
V-14 1,904 0,084 3,758 4,333 0,406 94,750 60,750 28,275 4,900 6,8 
V-15 1,932 0,078 3,798 3,868 0,393 71,750 86,500 26,075 6,825 6,9 
V-16 1,932 0,081 4,988 4,145 0,342 73,500 43,500 21,975 3,800 6,9 
P-17 1,624 0,078 4,868 4,205 0,377 76,000 51,000 23,875 5,600 5,8 
P-18 2,100 0,082 4,025 4,768 0,377 76,250 41,250 24,875 7,000 7,5 
P-19 1,960 0,081 4,613 4,103 0,347 70,000 40,500 20,175 6,150 7,0 
P-20 1,904 0,083 4,355 4,820 0,351 84,750 59,250 26,525 5,275 6,8 
Promedio 1,857 0,079 4,433 3,527 0,364 79,214 56,369 23,554 5,592 6,633 
Desv. Estan 0,154 0,004 0,928 1,124 0,064 13,616 12,104 3,082 2,372 0,551 
Error estandar 0,034 0,001 0,203 0,240 0,013 2,909 2,623 0,657 0,510  
Peso de la muestra 0.5 gramos 
